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nNOS neuronal Nitric Oxyde Synthase
Nox1 Nadph Oxidase 1
OIS Oncogene-Induced Senescence
ORC Origin Replication Complex
PBS Phosphate Buffer Salin
PCNA Proliferating Cell Nuclear Antigen
PDGFR Platelet-Derived Growth Factor 

Receptor
PDK1 3-Phosphoinositide Dependent 

protein Kinase-1
PI3K Phosphatidyl Inositol 3 Kinase
PIP PhosphatidylInositol Phosphate
PKC Protein Kinase C 
Plk1 Polo-Like Kinase
PML Promyelocytic Leukemia gene
PMS2 PostMeiotic Segregation increased 

2
PTEN Phosphatase and TENsin homolog
Rac Ras-related C3 botulinum toxin
RalGDS Ral Guanine nucleotide 

Dissociation Stimulator
RAS Rat Sarcoma (K kirsten) (H 

Harvey)
RasL Ras induction Longue
Rb Retinoblastoma

RBPJκ Recombination signal Binding 
Protein for immunoglobulin kappa 
J region

ROS Reactive Oxygen Species
RSV Rous Sarcoma Virus
SAHF Senescence-Associated 

Heterochromatin Foci
SAPK Stress-Activated Protein Kinases
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SASP Senescence-Associated Secretory 
Phenotype

SCF Stem Cell Factor
Sip1 Survival of  motor neuron protein 

interacting protein 1
SIPS Stress-Induced Premature 

Senescence
siRNA small interfering Ribonucleic Acid
sn38 7-Ethyl-10-hydroxy-camptothecin
SOS Son Of  Sevenless
SP1/2/3 Specificity Protein 
SRB Sulforhodamine B
Src Sarcoma
STAT Signal Transducer and Activator of  

Transcription
SUMO Small Ubiquitin-related MOdifier
SV40T Simian Vacuolating Virus 40 Tag
TBS Tris Buffer Salin
Tcf/Lef T-cell factor/Lymphoid enhancer 

factor
TERT TElomerase Reverse Transcriptase
TGF Transforming Growth Factor
TMPRSS4Transmembrane Protease Serine 4
TP53 Tumor Protein 53
TRF TTAGGG Repeat Binding Factor
UV Ultra Violet
VEGFR V-Ets erythroblastosis virus E26 

oncogene homologue
Wisp39 Waf1/Cip1 stabilizing protein 39
Wnt Wingless-type MMTV integration 

site
Zeb Zinc-Finger enhancer binding
ZO-1 Zona Occludens protein 1
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Chapitre I : Modèle d’étude, le cancer colorectal

Chaque année dans le monde, près d’un million de personnes développent un 

cancer colorectal et environ 655 000 personnes décèdent des suites de ce cancer. Ces 

données en font la seconde cause de décès due au cancer dans le monde (Jemal et al., 2006). 

Environ 15 % des tumeurs colorectales se développent chez des personnes au terrain 

génétique favorable ou ayant eu une maladie inflammatoire des intestins. Les tumeurs se 

développant chez les personnes sans prédisposition sont dit sporadiques et représentent 85 

% des tumeurs colorectales. Les tumeurs peuvent être de deux types, MIN ou CIN et les 

différences génomiques qui existent entre ces deux types d’instabilités sont utilisées comme 

marqueurs prédictifs ou pronostics dans le diagnostique du cancer.

L’épithélium intestinal est composé de cellules capables de proliférer de manière 

rapide et perpétuelle. Ainsi, l’épithélium est en constant renouvellement. Selon le modèle des 

cellules souches cancéreuses, les tumeurs malignes seraient issues d’une petite population de 

cellules cancéreuses capables d’auto-renouvellement et de pluripotentialité et capables de 

l’initiation et du maintien de la croissance tumorale (Boman & Wicha, 2008).

A. Organisation fonctionnelle des cryptes du colon

La muqueuse du colon est organisé en deux couches distinctes. À la surface de la 

lumière intestinale se trouve la couche épithéliale, invaginée en forme de doigts et constituée 

d’un simple feuillet de cellules épithéliales cylindriques. Cette couche de cellules est 

supportée par un tissu conjonctif appelé le chorion, l’ensemble formant l’unité fonctionnelle 

du colon appelé crypte de Lieberkühn. La muqueuse est soutenue par une couche de cellules 

musculaires appelée la musculeuse.

1. Les cryptes de Lieberkühn

Les cryptes de Lieberkühn sont organisées de sorte que les cellules les plus 

différenciées se trouvent les plus proches de la lumière intestinale et que les cellules souches 

sont localisées dans le fond des cryptes (Radtke & Clevers, 2005). Au cours de division 

asymétriques, les cellules du fond des cryptes se renouvellent et génèrent une population de 

cellules qui migrent en remontant le long de la crypte. Ces cellules continuent de proliférer et 
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celles ayant atteint le sommet de la crypte se différencient en cellules épithéliales de la paroi 

intestinale (figure 1). Il existe trois types de cellules différenciées dans la paroi intestinale : les 

colonocytes, aussi appelées entérocytes d’absorption ; les cellules goblets qui sécrètent le 

mucus ; et les moins abondantes, les cellules entéroendocrines.

Figure 1 ❘ Organisation cellulaire des cryptes de Lieberkühn. Dans 
l’épithélium de la muqueuse colique normale, les cellules souches sont localisées 
dans le fond des cryptes (bleu foncé). À la suite d’une division asymétrique, les 
cellules filles ayant subi une différenciation migrent vers le haut de la crypte. Ces 
cellules sont des précurseurs de cellules différenciées (bleu). Elles terminent leur 
différenciation dans la zone haute de la crypte (bleu clair).

2. La voie Wnt-β-caténine

Le maintien des cellules au stade de cellules souches dans le fond des cryptes est 

possible grâce à l’activation de la voie de Wnt. Wnt est produit par des cellules 

mésenchymateuses, les myofibroblastes, qui se trouvent autour des cryptes sous la 

membrane basale (Fevr et al., 2007). L’activation de son récepteur, Frizzled, conduit à la 

translocation nucléaire de la β-caténine et à la régulation de nombreux gènes cibles 

notamment impliqués dans la survie et la prolifération tels que c-Myc, la cycline D, la 

survivine (He et al., 1998 ; Shtutman et al., 1999 ; Tetsu & McCormick, 1999 ; Zhang et al., 

2001), mais aussi dans la migration et l’adhésion cellulaire comme Oct4, Snail, la fibronectine 

ou l’E-cadhérine (Cole et al., 2008 ; ten Berge et  al., 2008). En l’absence du signal activateur 

de Wnt, la β-caténine est dégradée grâce au recrutement d’un complexe comprenant l’axine, 

le suppresseur de tumeur APC, et les kinases CKI et GSK3β. À la suite de la 

phosphorylation de son domaine N-terminal par ce complexe, la β-caténine est 
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ubiquitinylée, puis dégradée par le protéasome. En présence de Wnt, le signal se produit par 

l’intermédiaire du récepteur Frizzled et d’une protéine associée, Lrp5 ou Lrp6. À la suite de 

la fixation de Wnt, l’axine est recrutée à la membrane conduisant à sa dégradation ou à la 

dissociation du complexe. La β-caténine est alors stabilisée, transloque dans le noyau et se 

fixe aux facteurs de transcription de la famille de Tcf/Lef pour convertir leur signal 

répresseur en un signal activateur de la transcription (Gregorieff & Clevers, 2005 ; Katoh, 

2007).

B. Instabilités génomiques dans le cancer colorectal

Le développement du cancer colorectal de l'adénome au carcinome peut durer 

plusieurs décennies. Les cancers émergent à la suite d’une accumulation d’altérations 

génétiques qui seront décrites au cours du chapitre intitulé Mécanismes généraux de la 

tumorigenèse. Ces altérations permettent la croissance de cellules néoplasiques au phénotype 

caractéristique tel que celui décrit par Weinberg (Hanahan & Weinberg, 2000). Vogelstein et 

Fearon, quant à eux, ont proposé un modèle décrivant l’évolution de la tumorigenèse des 

cellules colorectales, initiée par la mutation sur le gène de APC (Adenomatous Polyposis Coli) 

puis amplifiée par les mutations sur les gènes de K-Ras et p53 (Vogelstein et al., 1989). 

Depuis, de nombreuses études ont confirmé ce modèle et ont montré l’implication d’autres 

mutations. Pourtant, certains cancers colorectaux ne présentent pas l’ensemble de ces trois 

mutations. Alors, plutôt que de représenter un modèle linéaire de mutations de ces gènes, des 

études plus récentes suggèrent qu’elles représentent des voies multiples et alternatives dans le 

développement tumoral avec des aberrations chromosomiques associées et des résultats 

cliniques différents.

Les cancers sporadiques se développent à la suite de mutations somatiques 

acquises de manière aléatoire sur plusieurs des gènes également affectés dans les cancers 

héréditaires. Toutefois, le taux d'événements mutationnels aléatoires ne peut suffire à 

expliquer la totalité des altérations génétiques observées dans la plupart des cancers humains. 

C’est pour cette raison que la déstabilisation du génome est probablement un événement 

précoce dans la carcinogenèse. Aujourd’hui ces événements sont bien connus et ont permis 

la classification des cancers colorectaux selon deux voies distinctes de déstabilisation (figure 

2).
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La plus représentée de ces voies génétiques concerne approximativement 85 % 

des cancers colorectaux et correspond au phénotype CIN. Elle est caractérisée par des pertes 

alléliques et des amplifications et translocations chromosomiques, comme la délétion 1p et 

8p ou la perte d’hétérozygotie de 17p et 18q. La deuxième voie concerne 15 % des cancers 

colorectaux sporadiques et fait référence au phénotype MIN. Elle est, quant à elle, 

caractérisée par la substitution de base ou par des insertions ou délétions engendrant un 

décalage du cadre de lecture. Ce type de déstabilisation génétique est souvent causé par la 

perte MMR (MisMatch Repair). Ces deux types d’instabilités génomiques seront également 

décrits au cours du chapitre Mécanismes généraux de la tumorigenèse.

Figure 2 ❘ Caractéristiques des deux voies majeures d’instabilité génomique 
conduisant au cancer colorectal. Au cours du développement tumoral du cancer 
du colon, deux types d’instabilités génomiques peuvent s'opérer. L’une induisant la 
modification du nombre de chromosomes, c’est l’instabilité chromosomique, 
l’autre induisant l’apparition de mutations, c’est l’instabilité microsatellite. Toutes 
deux conduisent à l’altération de gènes suppresseurs de tumeurs ou à l’activation 
d’oncogènes (D'après Soreide et al., 2006).
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Chapitre II : Mécanismes généraux de la tumorigenèse

Une cellule tumorale se caractérise par l'acquisition d’un certain nombre de 

propriétés, notamment : une prolifération incontrôlée, l’envahissement des tissus adjacents et 

la colonisation des organes à distance. L'acquisition de ces caractéristiques correspond au 

processus de transformation : le passage d’une cellule normale à une cellule cancéreuse. 

Aujourd’hui, nous savons que ce sont des altérations génétiques successives qui conduisent à 

ce processus et mènent à la tumorigenèse. L’apparition de mutations au cours du 

développement d’un cancer permet à la cellule tumorale d’acquérir une capacité à proliférer 

plus importante. À chaque étape de la prolifération, une nouvelle mutation permet la 

sélection d’un clone cellulaire et sa prolifération jusqu’au développement de la tumeur (figure 

3).

Dans cette première partie nous décrirons les mécanismes généraux conduisant à 

la tumorigenèse qui sont les mutations des proto-oncogènes et des gènes suppresseurs de 

tumeur ainsi que l’apparition de l’instabilité génomique. Dans un deuxième temps nous nous 

intéresserons plus particulièrement à l’oncogène Ras, ses fonctions, son rôle dans la 

tumorigenèse et l’influence de ses mutations dans le cancer colorectal. Dans un troisième 

temps nous présenterons les résultats obtenus lors de cette étude.

Figure 3 ❘ Évolution multi-étapes du cancer. Les mutations successives 
attribuent un avantage prolifératif à une cellule. Les clones qui résultent de cette 
prolifération sont autant de cibles pour une nouvelle mutation.

A. Initiation de la tumorigenèse

Les altérations génétiques nécessaires à l’émergence d’une lésion tumorale 

doivent, selon Weinberg, satisfaire les critères suivant : l’échappement à l’apoptose, 

l’autosuffisance en signaux de croissance, l’insensibilité aux signaux d’arrêt de la croissance, 
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l’apparition d’un potentiel réplicatif illimité, la capacité à induire l’angiogenèse et l’invasion 

tissulaire et l’activation des processus métastatiques (figure 4) (Hanahan & Weinberg, 2000). 

La tumorigenèse est initiée par l’apparition de mutations activatrices sur un oncogène ou 

bien par l’inactivation de gènes suppresseurs de tumeur. Nous nous intéresserons ici 

particulièrement aux oncogènes ayant un rôle dans le cycle cellulaire.

Figure 4 ❘ Caractéristiques acquises par les cancers. Selon Weinberg, la 
plupart sinon tous les cancers ont acquis les même capacités fonctionnelles au 
cours de leur développement. Les stratégies permettant l’acquisition de ces 
caractéristiques sont différentes selon types de cancers (D'après Hanahan & 
Weinberg, 2000).

1. Les oncogènes, définition et historique

L’oncogène se définit par deux caractéristiques. Tout d’abord en tant que 

séquence génétique capable de transformer des fibroblastes en culture, c’est-à-dire, d’induire 

une prolifération illimitée et la perte de l’inhibition de contact. Ensuite, l’oncogène doit être 

capable d’induire une tumeur chez la souris au système immunitaire déficient (souris nude). 

Les proto-oncogènes sont des gènes potentiellement oncogéniques présents dans la cellule. 

Ils ont été décrits pour la première fois en 1976. Au début des années 70, Peter Vogt et 

Steven Martin étudièrent des mutants du virus du sarcome de rous (RSV) isolé par Peyton 

Rous en 1911 (Duesberg et al., 1970 ; Rous, 1911). Leur étude révéla que le gène du RSV 

capable de transformer les cellules n’était pas requis pour la réplication virale, mais que ce 
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seul gène était responsable de la capacité du RSV à induire des tumeurs chez l’oiseau. En 

1976, Michael Bishop et Harold Varmus démontrèrent que l’oncogène présent dans le 

génome du virus ne représentait pas réellement un gène viral mais plutôt un gène cellulaire 

acquis durant la réplication dans une cellule de l’hôte (Stehelin et  al., 1976). Ils observèrent 

que ces gènes étaient retrouvés dans de nombreux organismes, notamment chez l’homme. 

Cette découverte leur valut le prix Nobel de Médecine en 1989.

2. Oncogènes et cycle cellulaire

Il existe plusieurs systèmes de classification des oncogènes, notamment la 

classification selon leur fonction. Selon cette classification nous pouvons citer des facteurs 

de croissance comme Int-2 ou Kgf, des membres de la famille des FGF. Ces facteurs, 

habituellement sécrétés par des cellules spécialisées, induisent la prolifération cellulaire de 

manière autocrine ou paracrine en activant les voies sous-jacentes à leurs récepteurs. Les 

cellules tumorales sont capables de sécréter ce type de facteur pour induire leur propre 

prolifération. Il existe aussi de nombreux oncogènes à activité tyrosine kinase présents dans 

la membrane plasmique. On trouve notamment des récepteurs de facteurs de croissance 

comme l’EGFR, le PDGFR ou le VEGFR. Ces protéines activent les voies de prolifération 

cellulaire en réponse à un facteur de croissance. Lorsque ces récepteurs deviennent 

oncogéniques, ils induisent une activation de ces voies sans nécessiter de signal inducteur. 

Dans une troisième catégorie nous trouvons les protéines sous-membranaires de 

transduction du signal de croissance telles que Ras, dont la fonction sera développée dans le 

deuxième chapitre. Il existe également des oncogènes cytoplasmiques à activité tyrosine 

kinase comme Src ou à activité sérine/thréonine kinase comme Raf, sous-jacent à Ras et 

capable d’activer la voie des MAP Kinases. L’activation constitutive de ce type d’oncogène 

participe au processus de tumorigenèse en permettant à la cellule d'acquérir un potentiel 

réplicatif en l'absence de signal. D’autres oncogènes sont des facteurs de transcription 

comme c-Myc ou c-Fos et c-Jun, qui associés, forment le complexe AP1.

Ces protéines, qu’elles soient facteurs de croissance, récepteurs, protéines de 

transduction du signal ou facteurs de transcription, ont en temps normal une activité 

contrôlée. Mais elles peuvent être constitutivement activées au sein des tumeurs. De façon 

plus ou moins directe, elles permettent l’activation des voies de prolifération et l’expression 

de protéines d’activation du cycle cellulaire favorisant l’entrée prématurée en phase S.
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3. Mutation sur les proto-oncogènes

L’hypothèse expliquant la tumorigenèse repose sur la découverte des oncogènes 

et des gènes suppresseurs de tumeur. Selon cette hypothèse, l’apparition de tumeur 

s’explique par la mutation sur des oncogènes et des gènes suppresseurs de tumeur. Ces 

mutations surviennent à la suite de stress environnementaux ou bien au cours des divisions 

cellulaires chez un organisme et perturbent la fonction normale des proto-oncogènes et des 

gènes suppresseurs de tumeur. Lors de la réplication de l’ADN, l’ADN polymérase δ connaît 

un taux d’erreur d’environ une base sur un milliard, ce qui expliquerait l’apparition de 

mutations sur les oncogènes ou sur les gènes suppresseurs de tumeur des organismes à vie 

longue. Les altérations affectant directement les bases peuvent également conduire à 

l’apparition de mutation. Elles sont notamment causées par les radicaux libres de l’oxygène, 

eux-mêmes générés par l’activité métabolique de la cellule ou par des agents physiques 

comme les radiations. N’étant plus soumis aux contraintes nécessaires à la prolifération telles 

que la stimulation par des facteurs de croissance, l’adhérence à une matrice extracellulaire et 

la préservation du matériel génétique, l’apparition de ces mutations conduirait à une 

prolifération cellulaire incontrôlée et favoriserait l’émergence de clones de plus en plus 

mutés.

Un proto-oncogène peut être activé par différents moyens, il peut être muté sur 

sa séquence codante ou sur son promoteur. Premièrement, une mutation ponctuelle au sein 

de sa séquence peut engendrer une activation constitutive de la protéine. C’est, par exemple, 

le cas de la mutation G12V de la protéine Ras (Barbacid, 1987). Une mutation peut 

également être responsable d’une séquence non-sens comme c’est le cas de la mutation sur le 

codon 531 de la protéine c-Src. Cette mutation conduit à l’apparition d’une forme tronquée 

de c-Src et provoque une activation constitutive de la protéine (Irby et al., 1999). Mais une 

mutation sur la séquence du promoteur peut aussi induire une augmentation de l’expression 

de la protéine. Dans les lymphomes agressifs de type DLBCL, la mutation présente sur le 

promoteur de BCL6 affecte le site de liaison de facteurs répresseurs de la transcription, 

perturbant ainsi la boucle d’autorégulation négative du gène de BCL6 (Pasqualucci et al., 

2003). Dans le cas des cyclines D et E ou de HDM2 (Human Double Minute 2), c’est une 

variation de l’épissage alternatif qui conduit à l’absence d’un domaine fonctionnel (Bartel et 

al., 2004 ; Solomon et al., 2003), par exemple, sur la forme courte de la cycline E, p21Waf1 et 

p27 ne peuvent plus se lier pour inhiber le complexe cycline E/Cdk2 (Wingate et al., 2003). 
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Enfin, certains oncogènes peuvent être activés de manière indirecte si une mutation touche 

leur régulateur. Par exemple, dans le cas de la mutation de l’inhibiteur de c-Src, Csk (Kunte et 

al., 2005).

B. L’instabilité génomique

Nous l’avons vu, les tumeurs colorectales peuvent être associées à deux types 

d’instabilités génomiques. Selon qu’elles présentent une modification de leur caryotype ou 

bien des mutations sur des régions microsatellites particulièrement sensibles, elles sont 

respectivement appelées tumeurs de phénotypes CIN (Chromosomal Instability) ou MIN 

(Microsatellite Instablity).

Les mutations et réarrangements chromosomiques faisant référence à l’instabilité 

génomique sont, d’ordinaire, associés à de nombreux troubles pathologiques. Il n’en reste 

pas moins que cette instabilité a joué un rôle crucial dans l’évolution des espèces. De 

nombreuses études s’accordent sur le fait que les tumeurs solides sont toutes génétiquement 

instables car elles possèdent de nombreuses altérations au sein de leur génome. L’apparition 

des différentes mutations lors du processus de tumorigenèse expliquerait l’installation de 

l'instabilité génomique observée dans la plupart des carcinomes humains. La notion 

d’apparition tardive de l’instabilité génomique amène à penser au concept d’instabilité 

génomique en temps que moteur de la progression tumorale. Le fait qu’il existe de 

nombreux défauts des systèmes de réparation du génome chez les organismes présentant 

une forte incidence de tumeurs par rapport aux organismes où ces systèmes ne sont pas 

perturbés, constitue un argument de poids en faveur du rôle de l’instabilité génomique dans 

le développement tumoral (figure 5). L’instabilité génomique fait référence à différentes 

altérations génétiques allant de la mutation ponctuelle au réarrangement chromosomique et 

peut être divisée en plusieurs classes selon le type d'événement ayant conduits à l'instabilité.
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Figure 5 ❘ L’instabilité génomique dans la progression tumorale. Seules les 
cellules qui maintiennent une instabilité génomique optimale conduiront à une 
tumeur. Dans les cellules normales l’instabilité est faible et les risques de mutation 
sont faibles. Dans les cellules initiatrices de cellules tumorales, l’augmentation du 
niveau d’instabilité génomique peut conduire à l’apparition d’altérations génétiques 
permettant de passer la barrière de sélection et de poursuivre le processus de 
tumorigenèse. En revanche, si le niveau d’instabilité est trop important les cellules 
ne supportent pas de nouvelles altérations et sont éliminées par mort cellulaire.

1. Cassures de l’ADN liées à la réplication

Tout d’abord, la perte du contrôle de la réplication peut être un des événements 

menant à l’instabilité. Le MMR (MisMatch Repair) contrôle la présence de mésappariements 

au cours de la réplication. Lors de la perte du MMR, le taux de mutations ponctuelles 

accumulées à chaque réplication augmente. Environ 15 % des cancers colorectaux 

présentent des mutations sur les protéines MLH1 (MutL Homolog 1), MSH2 (MutS Homolog 

2), MSH6 et PMS2 (PostMeiotic Segregation increased 2) (Vilar & Gruber, 2010). Ces protéines 

sont toutes les quatre impliquées dans le MMR et leurs mutations favorisent ainsi l’apparition 

extrêmement rapide de mutations aboutissant à la cancérisation des cellules (Strate & Syngal, 

2005). Les séquences microsatellites sont particulièrement sensibles aux perturbations du 

MMR et les tumeurs qui découlent de ce type de mutations sont dites MIN (Microsatellite 
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Instablity). Ces tumeurs possèdent une quantité normale d’ADN de 2N (ou proche de 2N) 

chromosomes, mais possèdent des augmentations ou des contractions des séquences 

répétées de l’ADN pouvant être dû à un ‘glissement’ de la réplication, à la recombinaison 

homologue, ou dans ce cas, à un déficit de réparation des mésappariements par le MMR.

Figure 6 ❘ Modèle de l’effet de l'inhibition de la Polymérase et de la TopoI 
sur l’apparition des cassures sur les sites fragiles communs A. En temps 
normal, au cours de la réplication, l’ADN polymérase, l’hélicase, et la TopoI 
permettent le désenroulement et la synthèse de l’ADN en évitant une longueur 
d’ADN simple brin trop importante. B. Lorsque que l’ADN polymérase est 
ralentie par de l’aphidicoline (APH), la polymérisation est moins rapide que le 
désenroulement de l’ADN. Il en résulte une augmentation de la longueur de 
l’ADN simple brin et un risque accru d’y voir apparaître des structures secondaires. 
Ces structures conduisent à l’effondrement des fourches de réplication et à 
l’activation des points de contrôle des dommages de l’ADN. Certaines de ces 
structures échappent à ces points de contrôle, il en résulte les cassures des 
chromosomes lors de la métaphase. Les sites fragiles sont probablement plus 
enclin à former des structures secondaires en épingle à cheveux. C. Lorsque les 
l’ADN polymérase et la TopoI sont ralenties par les traitements d’aphidicoline et 
d’irinotecan (CPT), le désenroulement et la polymérisation sont toutes deux 
ralenties et la réplication se fait plus lentement mais la formation de structures 
secondaires est limitée et il en résulte une réduction des cassures sur les sites 
fragiles communs (D'après Arlt & Glover, 2010).
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Ensuite, au cours de la réplication de l’ADN, d’autres types de séquences peuvent 

être le siège de mutations conduisant à de l’instabilité génomique, comme les sites de 

réplication fragile. Ces sites sont classés comme rares ou communs selon leur fréquence 

d’expression dans la population. Les sites fragiles communs sont exprimés chez tous les 

individus mais à différentes fréquences, alors que les sites fragiles rares ne sont exprimés que 

chez certains individus. L’instabilité de ces sites fragiles est observée en culture après 

inhibition de la réplication, par exemple à l’aide d’aphidicoline, un inhibiteur des ADN 

Polymérases α, δ et ε (Yunis et  al., 1987). L’aphidicoline, à faibles doses, n’inhibe que 

partiellement l’ADN polymérase et conduit à l’apparition de gaps et de cassures. Ces sites 

sont répliqués très tardivement au cours de la phase S et les gaps et cassures sont observées 

sur les chromosomes durant la métaphase. La stabilité de ces sites chez les mammifères 

dépend notamment, de la protéine ATR (ATM and Rad3-related) (Casper et  al., 2002). Une 

explication probable à la réplication tardive des sites fragiles rares serait la formation de 

structures secondaires dues à la présence dans leurs séquences de répétitions CGG et AT. 

Ces structures secondaires empêcheraient la progression des fourches de réplication (Chen et 

al., 1995 ; Hewett et  al., 1998). La réplication tardive est aussi une caractéristique des sites 

fragiles communs. Certaines études ont montré que la réplication de ces régions était initiée 

durant le début ou le milieu de la phase S mais était trop lente pour se terminer, induisant 

des gaps et des cassures sur les chromosomes des cellules en métastases (Hellman et al., 2000 ; 

Le Beau  et  al., 1998 ; Palakodeti et  al., 2004). Récemment, il a été montré que l’activité de la 

topoisomérase I était requise pour voir apparaître des cassures sur les sites fragiles communs. 

En effet, dans des cellules humaines en culture, Arlt et Glover ont montré qu’en ralentissant 

la progression de la topoisomérase I à l’aide de faibles doses de camptothecine, l’apparition 

de cassures sur les sites fragiles par l’inhibition de la polymérase à l’aide d’aphidicoline était 

diminuée (Arlt & Glover, 2010). Ces observations suggèrent que c’est l’allongement de la 

partie simple brin de l’ADN dans la fourche de réplication qui est responsable de l’apparition 

de cassures et de l’instabilité génomique sur les sites fragiles. En effet, si l’activité de la 

polymérase est ralentie lors de la réplication alors que la progression du complexe hélicase/

topoisomérase I se fait normalement pour détendre l’ADN avant la fourche de réplication, 

l’ADN est alors simple brin sur une plus longue distance, et donc susceptible de former des 

structures secondaires en épingles à cheveux, perturbant ainsi, l’activité de la polymérase et 

conduisant à l'effondrement de la fourche de réplication (figure 6). L’ADN simple brin active 

alors l’arrêt du cycle cellulaire, les mécanismes de recombinaison puis de résolution des 
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jonctions Hollidays permettant de réengager la fourche de réplication. Ces systèmes sont très 

sollicités au niveau des sites fragiles (Glover, 2006) et en présence de stress supplémentaires, 

si la pression sur les fourches de réplication est trop importante, alors ces mécanismes sont 

débordés et il persiste des séquences génomiques non répliquées qui, lors de la métaphase, 

vont favoriser l’apparition de cassures chromosomiques et perturber la mitose. La présence 

de sites fragiles peut conduire à l’apparition de réarrangements aboutissant parfois à la perte 

allélique d’un ou plusieurs gènes suppresseurs de tumeur.

Finalement, la perturbation du contrôle des origines de réplication lors de la 

réplication de l’ADN peut être responsable d’apparition d’instabilité génomique. À la fin de 

la phase G1 plusieurs complexes de pré-réplication (pre-RC) sont formés, ils se fixent à 

l’ADN grâce au complexe ORC (Origin Recognition Complex) composé de six sous-unités 

Orc1-6. L’ORC recrute ensuite une ATPase, cdc6 et un facteur de transcription, Cdt1. Ces 

deux facteurs vont permettre la liaison des six protéines Mcm2-7 du complexe MCM 

(Minichromosome Maintenance). Certains systèmes empêchent les mécanismes réplicatifs de se 

mettre en place durant les autres phases du cycle cellulaire et en temps normal ces protéines 

ne sont actives que lors de la phase G1, lorsque le complexe cycline E/Cdk2 n’est pas encore 

formé. Mais l’activation précoce de la kinase Cdk2 au cours de la phase G1 empêche le 

chargement des pre-RC. L’absence de pre-RC sur une région de l’ADN ne permet pas la 

réplication de ces régions mais perturbe la mitose (Ekholm-Reed et al., 2004). La géminine 

est aussi un inhibiteur de la réplication. Elle est présente dès l’entrée en phase S jusqu’à la fin 

de la phase M et inhibe Cdt1 (Blow & Dutta, 2005). Les protéines Cdc6, Cdt1 et la géminine 

ont toutes les trois été retrouvées surexprimées dans un grand nombre de tumeurs associées 

à la présence d’une instabilité génomique (Bravou et  al., 2005 ; Karakaidos et al., 2004). 

L’augmentation de cdt1 et cdc6 participerait à l’instabilité génomique via l’ouverture de 

fourche de réplication sur de l’ADN déjà répliqué, tandis que la géminine limiterait ce 

mécanisme à un taux supportable pour la survie cellulaire.

2. Instabilité génomique acquise lors de la mitose

La répartition équilibrée du matériel génétique lors de la mitose est un moment 

crucial dans le maintien de la stabilité génomique. Le point de contrôle du fuseau lors de la 

mitose permet la bonne répartition du matériel génétique entre les deux cellules filles. Lors 

de la métaphase, les chromatides sœurs sont liées entre elles au niveau des centromères. La 
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protéine responsable de ce maintien s’appelle la cohésine. La cohésine est maintenue sous 

une forme inactive par la sécurine. Au cours de la transition métaphase/anaphase, la 

cohésine est phosphorylée par la kinase Plk1 et devient alors sensible à la dégradation par la 

séparase, elle-même activée grâce à l’ubiquitination de la sécurine par le complexe APC/C 

(Anaphase Promoting  Complex) associé à Cdc20 (Musacchio & Hardwick, 2002). C’est donc la 

dégradation de la sécurine par le protéasome qui permet l’activation de la séparase et conduit 

à la séparation des chromatides. Les chromosomes sont alors alignés au centre du fuseau et à 

équidistance des pôles cellulaires sur la plaque métaphasique, puis les chromatides sont 

réparties en deux lots identiques, tirées par les microtubules vers chaque pôle du fuseau. En 

temps normal, la protéase n’est activée que lorsque tous les centromères sont liés par deux 

microtubules issus de chaque pôle au niveau des kinétochores, et l’absence d’attachement 

d’un unique chromosome suffit à induire un signal d’inactivation d’APC/C. Cette 

inactivation se fait, non seulement par la séquestration de Cdc20 par Mad2 et BubR1 

(Bharadwaj & Yu, 2004 ; Musacchio & Salmon, 2007) mais également par la formation du 

MCC (Mitotic Checkpoint Complex) composé de Mad2, Bub3, BubR1 et Cdc20 (Sudakin et al., 

2001). Un deuxième complexe inhibiteur du point de contrôle mitotique, MCF2 (Mitotic 

Checkpoint Factor 2) est capable de s’associer à APC/C de manière compétitive avec Cdc20 

(Eytan et  al., 2008). Ces mécanismes jouent un rôle primordial dans le maintien de la stabilité 

du génome. Ils interviennent à deux niveaux de contrôle. Tout d’abord, ils assurent que 

l’ensemble des chromosomes soient attachés de manière bipolaire avant le début de 

l’anaphase à chaque division cellulaire. Ensuite, ils sont capables d’induire l’arrêt de la mitose 

dans les cellules qui auraient commis des erreurs dans la réplication de leur ADN ou qui 

présenteraient des cassures au sein de leur génome (figure 7) (Kops et al., 2005).
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Figure 7 ❘ Apparition de l’instabilité chromosomique de nombre lors de la 
mitose. A. Lors de la métaphase, la cohésine retient la séparation des chromatides 
sœurs. Lorsque tous les chromosomes sont reliés aux microtubules par les 
kinétochores, le complexe APC/C, activé par Cdc20, induit la dégradation de la 
sécurine, permettant ainsi  la dégradation de la cohésine par la séparase. APC/C 
induit également la dégradation de la cycline B, conduisant à la sortie de mitose. B. 
Lors de l’absence de la liaison d’une chromatide aux microtubules, le complexe 
MCC est activé, Cdc20 est séquestré et APC/C est inhibé empêchant la séparation 
des chromatides et la sortie de mitose. C. Lorsque le point de contrôle du fuseau 
mitotique n’est pas fonctionnel, la mitose peut se poursuivre malgré l’absence de 
liaison d’une chromatide aux microtubules. La mitose se poursuit alors malgré une 
mauvaise ségrégation des chromosomes.
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La dérégulation du point de contrôle du fuseau mitotique est impliquée dans 

l’apparition de cellules tumorales colorectales présentant un caryotype déséquilibré. Les 

cellules tumorales qui ne montrent pas d’instabilité microsatellite présentent un caryotype 

anormal avec de nombreuses pertes, gains ou réarrangements de chromosomes. On parle 

alors de phénotype CIN (Chromosomal Instability). Les tumeurs de phénotype CIN 

représentent environ 85 % de l’ensemble des tumeurs colorectales. L’étude de l’ADN de 

cellules provenant de cancers de côlon – mais aussi de sein ou de prostate – à un stade 

avancé, montre une perte d’hétérozygotie d’environ un quart de l’ensemble des loci (Radford 

et al., 1995 ; Vogelstein et  al., 1989). Cependant, seulement une petite partie de ces 

changements est responsable de la progression tumorale, la majorité n’étant que le reflet 

d’une instabilité chromosomique générale.

Une cellule aneuploïde est une cellule dont le nombre de chromosomes est 

anormal, soit différent de 46 chez l’Homme. L’aneuploïdie est très courante au sein des 

cellules tumorales, cependant celles-ci ne présentent pas forcément un phénotype CIN. La 

particularité des cellules à phénotype CIN est que l’aneuploïdie n’est pas survenue en une 

seule étape mais qu’elle est apparue au cours de plusieurs divisions. Ce type de cellules 

possèdent entre 60 et 90 chromosomes, ce qui correspond environ à une moyenne de 3N 

chromosomes (figure 8). La cellule initiale serait d’abord devenue tétraploïde avant de perdre 

une partie de ses chromosomes surnuméraires (Fujiwara et  al., 2005). Dans ce cas, la 

dérégulation du point de contrôle du fuseau mitotique serait, à la fois, responsable 

d’émergence de la cellule tétraploïde, mais aussi de l’instabilité chromosomique ultérieure. 

Ainsi, les modifications d’expression des protéines Mad2 ou Bub1 induites, par exemple, par 

l’oncogène Myc, conduisent à l’apparition d’un phénotype CIN dans une cellule initialement 

normale (Menssen et  al., 2007). Il a également été observé des mutations somatiques ou des 

altérations d’expression de ces protéines dans certains cancers aux caryotypes anormaux 

(Doak et al., 2004 ; Kim et al., 2005a).
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Figure 8 ❘ La répétition de la ségrégation inégale des chromosomes conduit 
à l’apparition d’un caryotype instable et à une population cellulaire 
hétérogène. Pour plus de clarté seulement trois chromosomes sont représentés 
sur la figure. L’aneuploïdie dans une cellule de phénotype CIN apparaît au cours de 
plusieurs mitoses à cause d’une mauvaise ségrégation des chromatides (D'après 
McClelland et al., 2009).

3. Autres types de cassures de l’ADN

Les stress environnementaux tels que les rayonnements UV, les radicaux libres de 

l’oxygène et les rayons γ sont des agents mutagènes qui induisent des cassures de l’ADN. Les 

cassures produites par ce type d’agents peuvent être simples ou doubles brins (Lindahl & 

Wood, 1999). Cependant, lors de la collision avec la fourche de réplication, une cassure 

simple brin devient double brin et les cassures double brin ont un effet important sur 

l’instabilité chromosomique (Kuzminov, 2001 ; Marini & Krejci, 2010). En effet, leur 

présence dans le génome génère des fusions entre les chromosomes. Ces chromosomes 

fusionnés ne peuvent pas être distribués correctement lors de la mitose et sont très souvent 

cassés durant l’anaphase générant alors des cycles de cassures puis fusion des chromosomes 

et augmentant ainsi l'instabilité génomique. Deux mécanismes, le NHEJ (Non Homologous End 

Joining) et la recombinaison homologue, permettent la réparation des cassures double brin 

(Hartlerode & Scully, 2009). Les protéines qui y sont impliquées sont retrouvées mutées dans 

différents syndromes humains. Les patients porteurs de ces mutations développent un 
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nombre anormalement élevé de tumeurs suggérant l’importance du rôle de ces systèmes 

dans le contrôle de la tumorigenèse.

Une autre possibilité d’apparition de cassures double brin est le raccourcissement 

des télomères. Les télomères sont composées de séquences répétées TTAGGG associées 

aux complexes de protection Shelterin composés des protéines TRF1 et 2 qui empêchent les 

extrémités des chromosomes d’être reconnues comme des cassures double brin (Chan & 

Blackburn, 2004 ; Palm & de Lange, 2008). Chez l’Homme, les télomères ne sont maintenus 

que dans les lignées germinales, permettant ainsi le maintien du potentiel réplicatif de ces 

cellules tout au long de la vie de l’organisme. Elles sont, en revanche, raccourcies dans les 

cellules somatiques limitant, ainsi, la réplication de ce type de cellules. À chaque division, les 

télomères diminuent jusqu’à atteindre un seuil en dessous duquel les séquences télomériques 

ne permettent plus le recrutement de TRF2 et sont alors reconnues comme des cassures 

double brin. Le raccourcissement de l'extrémité des chromosomes dans les cellules à 

potentiel réplicatif réduit est dû à une régulation négative de la télomérase. Il n’est donc pas 

surprenant que les cellules cancéreuses surexpriment cette protéine, bien que dans 

approximativement 10 % des cancers, les cellules maintiennent la longueur de leurs 

télomères par des mécanismes alternatifs (Reddel & Bryan, 2003). Une hypothèse proposée 

pour expliquer la fusion des chromosomes malgré l’augmentation de l’expression des 

télomérases évoque la surexpression tardive des télomérases. Les télomères diminueraient de 

manière trop rapide à chaque division et fusionneraient avant que l’expression des 

télomérases soit mise en place, conduisant ainsi à augmenter l’instabilité chromosomique 

(Gisselsson et al., 2001).

Nous avons vu que les mutations des proto-oncogènes étaient considérées 

comme initiatrices de la tumorigenèse et que l’instabilité génomique qui découlait de ces 

événements serait le moteur de la tumorigenèse. En effet, l’instabilité génomique permet 

l’élimination de gènes suppresseurs de tumeur ou l’amplification de l’activité des oncogènes. 

Elle peut donc être considérée comme un catalyseur de l'oncogenèse.

L’instabilité génomique induite par les oncogènes peut avoir diverses origines. Par 

exemple, l’activité oncogénique conduisant à une augmentation de la prolifération, le 

métabolisme des cellules tumorales est augmenté, induisant alors la libération de radicaux 

libres de l’oxygène par la mitochondrie (Dang et al., 2005 ; Vafa et al., 2002). Les radicaux 

libres possèdent un ou plusieurs électrons non-appariés sur leur couche externe conférant à 
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ces molécules une grande instabilité. Ils ont la possibilité de réagir avec de nombreux 

composés et notamment avec l’ADN. Ces radicaux libres sont génotoxiques. Ils induisent 

essentiellement des cassures simple brin sur l’ADN nucléaire et mitochondrial. Après le 

passage de la fourche de réplication les cassures simples brins sont converties en cassures 

double brin. Les cassures induites sur l’ADN mitochondrial ont un rôle important dans 

l’amplification du phénomène, en effet, les mitochondries ainsi perturbées vont être 

génératrices de plus de radicaux libres de l’oxygène (Copeland et al., 2002). Ainsi, une 

augmentation minime de la prolifération cellulaire due à un oncogène – comme Myc, par 

exemple – entraînera la production de radicaux libres de l’oxygène et permettra l'installation 

de l’instabilité génomique.

Les instabilités chromosomiques et génomiques peuvent aussi être expliquées par 

l’altération de l’initiation de la réplication et du mouvement des fourches de réplication. En 

étudiant la surexpression de la cycline E, Ekholm-Reed et ses collaborateurs ont expliqué 

l’apparition d’instabilité par un mauvais chargement des protéines initiatrices de la réplication 

(Ekholm-Reed et al., 2004). Comme nous l’avons évoqué plus haut, lors de la préparation à la 

phase S, le complexe pré-réplicatif pré-RC doit s’assembler au niveau des origines de 

réplication. L’ORC recrute deux facteurs, cdc6 et Cdt1 pour permettre la formation des 

complexes des MCM2 à 7 sur les origines de réplication. Ekholm-Reed propose l’hypothèse 

selon laquelle l’augmentation de la phosphorylation de MCM4 par Cdk2 induirait une 

diminution du chargement des complexes de réplication, ce qui aurait pour conséquence une 

augmentation de la longueur des fourches de réplication et une augmentation de la fréquence 

de cassures double brin. Le ralentissement de la réplication pourrait compromettre la mitose 

(réplication des chromosomes incomplète, condensation de la chromatine compromise), 

permettant ainsi la propagation des dommages de l’ADN (Ekholm-Reed et al., 2004). Après 

avoir observé une diminution de l’activation des voies ATR-Chk1 et ATM-Chk2 au cours de 

l’évolution tumorale dans des tumeurs de la vessie, du sein, du côlon ou du poumon, l’équipe 

de Barktova a étudié l’effet de trois oncogènes impliqués dans l’entrée en phase S, la cycline 

E, la phosphatase cdc25A et le facteur E2F1. Ils ont pu observer que, contrairement aux 

effets de l’oncogène Myc (Vafa et al., 2002), les dommages de l’ADN provoqués par la 

surexpression de ces trois facteurs, n’étaient pas dus à un stress oxydatif, mais à un stress 

réplicatif. Ces oncogènes induiraient la réplication conduisant à l’apparition de cellules au 

contenu génomique aberrant, reflétant probablement une re-réplication partielle du génome 

associée à l’impossibilité de la cellule à se diviser.
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La tumorigenèse est un processus multifactoriel et multi-étapes qui nécessite 

toutefois d’être initiée par l’apparition d’une mutation sur un proto-oncogène. L’instabilité 

qui découle de l’activation de cet oncogène va permettre l’apparition de nouvelles altérations 

et la progression oncogénique. Pour que la transformation soit complète, elle requière 

l’élimination des mécanismes pouvant détecter et inhiber cette progression.

C. Echappement aux mécanismes suppresseurs de tumeur

La suppression des mécanismes responsables de l’arrêt de la prolifération ou de 

l’induction de la mort cellulaire ainsi que les différents mécanismes permettant la détection 

de l’oncogène, sont des barrières qui doivent être éliminées pour permettre la progression de 

la tumorigenèse.

Les protéines p53 et p21Waf1 sont d’importants inhibiteurs du cycle cellulaire, ils 

limitent l’oncogenèse par leur rôle de suppresseur de tumeur. Par l’activation de ces protéines 

et en fonction des causes de cette activation, la cellule est amenée à entrer en apoptose ou en 

sénescence. Malgré leur état statique, les cellules sénescentes sont vivantes et 

métaboliquement actives, cependant, elles deviennent insensibles aux signaux prolifératifs. 

En revanche, elles peuvent continuer à exercer une activité paracrine. L’apoptose, ou mort 

cellulaire programmée, est le processus par lequel la cellule déclenche sa destruction en 

réponse à un signal. La cellule dégrade alors ses constituants par l’activité de protéases 

appelées caspases. L’ADN est, lui aussi, dégradé et fortement condensé et la cellule se 

disloque en corps apoptotiques. Les corps apoptotiques sont des vésicules renfermant 

l’ADN et les différents composants cellulaires.

Dans notre étude, nous nous sommes particulièrement intéressés à la sénescence 

induite par l’oncogène H-Ras et aux mécanismes permettant son induction. Nous avons 

également abordé l’échappement à ces mécanismes de protection contre la progression 

tumorale.

1. Les gènes suppresseurs de tumeur, définition et historique

Le premier gène suppresseur de tumeur a été identifié par l’étude du 

rétinoblastome, une tumeur rare de l’œil chez l’enfant. La maladie étant détectée très tôt et 

pouvant être traitée avec succès, beaucoup de patients survivent et peuvent, par la suite, avoir 
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une descendance. De cette manière il a pu être observé que certains cas de rétinoblastome 

étaient héréditaires. En effet, environ la moitié des enfants dont l’un des parents a été affecté 

par cette maladie l’est aussi. Cette observation indique une transmission Mendelienne d’un 

allèle dominant qui confère une prédisposition au développement tumoral. Bien que l’allèle 

susceptible de transmettre le rétinoblastome soit dominant, l’héritage de cet allèle n’est pas 

suffisant pour induire la transformation de cellules normales en cellules tumorales. De plus, 

toutes les cellules ont hérité de ce gène mais seulement une petite fraction de cellules – voire 

une seule – deviendra tumorale. La tumorigenèse requiert donc d’autres événements. En 

1971, Alfred Knudson propose que le développement d’un rétinoblastome nécessite une 

deuxième mutation conduisant à la perte de la copie fonctionnelle du gène susceptible 

d’induire la tumorigenèse (figure 9) (Knudson, 1971). Le clonage de cette région a permis 

d’identifier le gène nommé Rb. Dans les rétinoblastomes héréditaires, un allèle muté de Rb 

est transmis génétiquement. Une seule inactivation sur l’allèle fonctionnel est suffisante pour 

déclencher le processus de tumorigenèse. Les rétinoblastomes non-héréditaires sont plus 

rares car leur développement nécessite deux mutations somatiques indépendantes pour 

inactiver les deux allèles normaux de Rb dans la même cellule. Des mutations ou des 

délétions du gènes Rb ont, par la suite, été fréquemment observées dans plusieurs 

carcinomes du poumon ou du sein, par exemple (Cairns et al., 1991 ; Yokota et al., 1988).

Figure 9 ❘ Hypothèse de Knudson et gène du Rétinoblastome. Chez un 
individu normal la seule inactivation de l’un des deux allèles ne conduit pas à 
l’apparition d’une tumeur. En revanche, chez un individu ayant hérité du gène muté 
de Rb, l’inactivation du deuxième allèle conduit à une prolifération excessive et à 
l'apparition d’une tumeur. Toutefois, il est possible que chez certains individus, 
l’inactivation occasionnelle du premier allèle soit suivie de l’inactivation du second 
dans la même cellule. Dans ce rare cas de figure (un cas sur 30 000), l’individu 
développera une tumeur (D'après Knudson, 1971).
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Il existe de très nombreux gènes suppresseurs de tumeur répondant à l’hypothèse 

de Knudson. On peut notamment citer PTEN (Phosphatase and TENsin homolog), une 

phosphatase qui catalyse la déphosphorylation du PIP3 (phosphatidylinositol 3,4,5-triphosphate) 

en PIP2 (phosphatidylinositol 4,5-diphosphate) empêchant ainsi l’activation de Akt. La PI3-kinase 

et Akt sont des oncogènes, ils induisent la survie cellulaire. PTEN agit comme un 

antagoniste de ces protéines. De plus, l’inactivation ou la perte d’expression de PTEN 

contribue au développement tumoral car il en résulte l’augmentation du niveau de PIP3, une 

activation de Akt et par conséquent, une inhibition de la mort cellulaire. Nous détaillerons 

plus particulièrement les exemples de p53 et de p21Waf1, deux protéines suppresseurs de 

tumeurs fondamentaux et qui nous ont plus particulièrement intéressés lors de cette étude.

2. Le gène suppresseur de tumeur p53

Le suppresseur de tumeur p53 tient un rôle clef dans la régulation du cycle 

cellulaire et de la mort cellulaire. Il est aussi impliqué dans la différenciation cellulaire, la 

réparation de l’ADN, la sénescence et l’angiogenèse. Il est estimé que dans environ un cancer 

sur deux les cellules possèdent une mutation sur le gène de p53, la plupart présentant une 

inactivation de cette voie de protection.

a. Mise en évidence du rôle de p53 comme suppresseur de tumeur

Étonnamment, les premiers travaux sur p53 ont suggéré que cette protéine 

semblait promouvoir la prolifération cellulaire. Les premières expériences de Reich et Levine 

en 1984 montraient que des cellules de souris en culture exprimaient très faiblement p53 

lorsqu’elles étaient privées de sérum. Lors de l’ajout de sérum dans le milieu de culture, le 

niveau d’ARNm et de protéine de p53 augmentait jusqu’à l’apparition d’un pic d’expression 

au moment de la transition G1/S, juste avant la réplication de l’ADN (Reich & Levine, 

1984). Des expériences similaires ont été répétées dans des lymphocytes T ou dans des 

fibroblastes montrant que l’expression de p53 était toujours corrélée à une augmentation de 

la croissance cellulaire (Mercer et al., 1984 ; Milner, 1984). Ces observations, ainsi que le fait 

que p53 ait une demi-vie courte et une localisation nucléaire, ont conduit à considérer que 

p53 pourrait jouer un rôle positif dans la prolifération cellulaire. Cette idée fut d’abord 

renforcée par des travaux de microinjection d’anticorps dirigés contre p53 dans le noyau de 

cellules quiescentes, car l’anticorps injecté avait pour effet l'inhibition de l’entrée en phase S 
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normalement induite après ajout de sérum. En 1989, l’équipe de Levine découvrit que les 

ADNc utilisés lors des expériences précédentes différaient du clone isolé de cellules F9 

(Finlay et al., 1988). Les différents ADNc étudiés montraient des changements sur plusieurs 

codons. Ces variations avaient d’abord été considérées comme un polymorphisme, mais 

l’étude approfondie des séquences présentant ces variations a révélé qu’elles avaient lieu sur 

des régions très conservées n’étant pas sujettes au polymorphisme. Une nouvelle étude des 

différents clones isolés permit de conclure que l’ADNc issu des cellules F9 était non-muté et 

que ceux utilisés dans les expériences de microinjection possédaient des mutations conférant 

un pouvoir transformant à la protéine. L’effet transformant de ces mutants fût à nouveau 

démontré lors d’expériences de cotransfection avec l’oncogène Ras actif  (Halevy et al., 1990).

L’importance de la protéine p53 dans la protection contre le développement 

tumoral a ensuite été montré à l’aide de souris n’exprimant pas p53. Ces souris transgéniques 

développent très rapidement des tumeurs de types sarcomes et lymphomes (Donehower et 

al., 1992 ; Jacks et al., 1994). Chez l’Homme, c’est l’étude du syndrome de Li-Fraumeni qui a 

permis de montrer que p53 pouvait jouer un rôle important contre la tumorigenèse. Les 

patients atteints de cette maladie montrent une mutation germinale de p53 et développent 

rapidement des carcinomes. Depuis, le gène de p53 a été étudié dans de nombreux cancers et 

il apparaît que ses mutations surviennent au cours de la progression tumorale et modifient la 

fonction de p53 qui pourrait, alors, favoriser la progression tumorale au lieu de l’empêcher 

(Oren & Rotter, 2010).

b. Régulation de p53

La protéine p53 peut être régulée à différents niveaux. Ceci est possible grâce à 

l’action de nombreux régulateurs positifs et négatifs souvent capables d’induire des boucles 

de rétrocontrôle. Cette régulation se produit à trois niveaux : au niveau de la stabilisation de 

la protéine, au niveau de son activité et au niveau de sa distribution cellulaire. Le principal 

régulateur de p53 est le proto-oncogène HDM2 (Human Double Minute 2), l’analogue humain 

de MDM2 (Murin Double Minute 2). L’importance de cette protéine dans la régulation 

négative de p53 est telle que l’interaction HDM2-p53 est une cible thérapeutique séduisante 

pour le développement de nouveaux traitements (Chene, 2003 ; Shangary & Wang, 2008). 

HDM2 est transcrit par p53, ainsi, p53 induit sa propre inhibition par une boucle de 

rétrocontrôle négative. La fixation de p53 à HDM2 conduit à son ubiquitination et à sa 
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dégradation par le protéasome. HDM2 se fixe à p53 sur les résidus 18 à 28 de sa région 

transactivatrice, importante pour son interaction avec les composants de la machinerie 

transcriptionnelle tels que TBP et le coactivateur transcriptionnel p300. Ainsi, en plus 

d’induire sa dégradation, HDM2 masque le domaine de transactivation de p53. L'interaction 

avec HDM2 est indispensable à la dégradation de p53, ainsi, en empêchant cette interaction, 

p53 est stabilisé dans la cellule. Les modifications post-traductionnelles de p53 à la suite de 

différents stimuli de stress interrompent cette interaction. La phosphorylation de la sérine 20 

par Chk2 ou de la thréonine 18 au niveau de sa région de liaison à HDM2 réduit son affinité 

pour cette protéine.

c. p53 et arrêt du cycle cellulaire

p53 cible des gènes différents en fonction des causes de son activation et conduit, 

soit à l’arrêt du cycle, soit à l’apoptose. p53 active l’expression de gènes inhibiteurs du cycle 

cellulaire comme Btg2, Gadd45 ou 14.3.3σ mais surtout le gène de p21Waf1 (Boiko et  al., 

2006 ; Harms et al., 2004). Btg2 inhibe l’expression des cyclines D et E (Boiko et al., 2006). 

Gadd45 et la protéine 14.3.3σ coopèrent dans l’inhibition du complexe cycline B/Cdk1 

(Harms et al., 2004). Gadd45 empêche la formation du complexe, la cycline B est alors 

exportée dans le cytoplasme et maintenue inactive par la protéine 14.3.3σ. Une grande partie 

de l’activité cytostatique de p53 passe par p21Waf1, ces mécanismes seront détaillés dans un 

paragraphe suivant. L’arrêt du cycle cellulaire induit par p53 peut également se faire par 

l’inhibition directe ou indirecte de la transcription par p53. Par exemple, p53 est recruté de 

manière indirecte sur les gènes de Cdk1 ou de la cycline B – notamment par le facteur NF-Y 

– conduisant au recrutement de corépresseurs tels que les déacétylase d’histones, HDAC 

(Histone Deacetylase) qui désacétylent les gènes pour induire leur inhibition (Imbriano et al., 

2005). p53 peut aussi être recruté directement sur le promoteur de Myc et inhiber son 

activité en recrutant des HDAC (Ho et al., 2005).

d. p53 et apoptose

Dans certaines conditions, p53 peut conduire au processus d’apoptose plutôt  

qu’à l’arrêt du cycle cellulaire. p53 active préférentiellement l’expression de gènes de 

protéines pro-apoptotiques à un seul domaine BH3 tels que Puma, Bid ou Noxa ou de 

protéines de mort comme Bax ou p53AIP1. p53 peut aussi augmenter l’expression de 
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protéines impliquées dans la réponse apoptotique extrinsèque comme les protéines Fas ou 

Daxx (Harms et al., 2004 ; Yee & Vousden, 2005). La phosphorylation de p53, selon le type 

de stress et les protéines qui le phosphorylent, est faite sur des résidus différents. Par 

exemple, un stress oxydatif va conduire à l’activation de p53 par des kinases de stress 

comme p38 et JNK sur les sérines 33, 46, 81, 376 ou 378 (Bode & Dong, 2004). Ces 

phosphorylations favorisent la liaison à l’ADN et l’activation de gènes pro-apoptotiques tels 

que Bax ou p53AIP1 qui possèdent des sites de liaison de faible affinité par rapport à ceux 

trouvés sur le promoteur de p21Waf1 (Bode & Dong, 2004). La phosphorylation des sérines 

15 et 20 va également conduire à l’induction de l’apoptose mais pas de la sénescence (Chao 

et al., 2006).

3. Le suppresseur de tumeur p21Waf1

p53 est donc capable d’induire l’arrêt du cycle cellulaire par l’activation de 

différents inhibiteurs du cycle cellulaire et parmi ces inhibiteurs nous avons déjà cité 

p21Waf1. Cette protéine appartient à la famille des Cip et Kip comprenant également les 

protéines p27 et p57. La première observation montrant l’activité de suppresseur de tumeur 

de p21Waf1 fût l’apparition spontanée de tumeur dans des souris dont le gène CDKN1A a 

été invalidé (Martin-Caballero et al., 2001). p21Waf1 répond à une variété de stimuli de stress 

par une inhibition de la croissance dépendant de sa capacité à inhiber l’activité des Cdk pour 

arrêter le cycle cellulaire dans ses différentes phases, mais est aussi capable d’inhiber les voies 

de réparation de l’ADN dépendantes de PCNA et d’inhiber l’activité transcriptionnelle de 

E2F1, STAT3 et Myc en se fixant sur leur domaine de transactivation (Abbas & Dutta, 

2009).

L’expression de p21Waf1 est principalement régulée à un niveau transcriptionnel 

mais son activité et sa localisation peuvent l’être à la suite de modifications post-

traductionnelles telles que les phosphorylations décrites dans la figure 10. Par exemple, la 

phosphorylation de la sérine 153 de p21Waf1 conduit à sa localisation cytoplasmique 

(Rodriguez-Vilarrupla et  al., 2005). La phosphorylation des résidus thréonine 145 et sérine 

146 conduit également à la relocalisation de p21Waf1 du noyau vers le cytoplasme mais aussi 

à la perte de sa liaison avec PCNA (Harreman et al., 2004 ; Rossig et al., 2001 ; Warbrick, 

2000).
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Figure 10 ❘ Carte de p21Waf1 montrant les principaux motifs d'interactions, 
les sites de phosphorylation ainsi que les kinases ciblant ces sites. Cy (Cyclin-
Binding Motif) ; K (Cdk-Binding Motif) ; NLS (Nuclear Localization Sequence) (D'après 
Child & Mann, 2006).

a. p21Waf1 et régulation du cycle cellulaire

L’inhibition de la croissance cellulaire dépendante de p21Waf1 est attribuée à son 

activité sur deux domaines structuraux : le domaine C-Ter de PCNA et le domaine N-Ter 

des Cdk. En se fixant à PCNA, p21Waf1 empêche la liaison de l’ADN polymérase δ et 

d’autres protéines impliquées dans la synthèse de l’ADN. Via ses motifs Cy, p21Waf1 agit sur 

l'interaction des Cdk avec leurs substrats tels que p107 ou p130 – des protéines de la famille 

de Rb – lorsqu’elles sont complexées à E2F pour le maintenir inactif, empêchant, ainsi la 

libération de E2F (Shiyanov et al., 1996 ; Zhu et  al., 1995). p21Waf1 inhibe aussi Cdk1 et 2 en 

interférant, respectivement, avec les résidus thréonines 161 et 160 localisés dans la boucle T 

de leur domaine kinase. Son action inhibitrice peut également agir sur l’interaction entre 

Cdc25C et le complexe cycline B/Cdk1 dont la déphoshorylation est indispensable à l’entrée 

en phase M (Saha et al., 1997). p21Waf1 inhibe la progression du cycle cellulaire 

principalement par l’inhibition de l’activité de Cdk2, requise, non seulement pour la 

phosphorylation de Rb nécessaire à la libération et l’activation de E2F, mais aussi pour la 

mise en place des origines de réplication et l’activation des protéines impliquées dans la 

synthèse de l’ADN. Bien que les autres protéines de la famille de Cip et Kip soient capables 

d’inhiber l’activité des Cdk, p21Waf1 est particulièrement bien placée pour fonctionner 

comme un inhibiteur central de Cdk2, car elle est activée en réponse à de nombreux signaux 

environnementaux pour mettre en place ses activités de suppresseur tumeur. Cependant, 

certaines études suggèrent que la prolifération de certaines cellules tumorales ne requièrent 

pas l’activation de Cdk2 (Macias et al., 2007) et que dans certains cas, Cdk2 ne serait pas 

indispensable à l’inhibition du cycle par p21Waf1 et que cette inhibition passerait, alors, par 
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Cdk1 pour induire un arrêt du cycle cellulaire en G2 (Martin et al., 2005). Plus récemment, il 

a aussi été observé que suite à des dommages de l’ADN et en l'absence de Cdk2, p21Waf1 

maintenait l’arrêt des cellules en phase G1/S mais que cet arrêt ne permettait pas la 

réparation des dommages (figure 11A) (Satyanarayana et al., 2008).

b. p21Waf1 et régulation de la transcription

Le rôle de p21Waf1 dans l’inhibition de la prolifération cellulaire peut aussi 

s’expliquer par sa capacité à moduler la transcription de gènes impliqués dans la régulation 

du cycle cellulaire. Par exemple, p21Waf1 peut s’associer directement à E2F1 et empêcher 

son activité transcriptionnelle (Delavaine & La Thangue, 1999). En réponse à l’activation de 

Notch1, p21Waf1 inhibe l’expression de Wnt4 dépendante de E2F1 (Devgan et al., 2005). 

p21Waf1 se fixe à STAT3 et inhibe l’expression de ces gènes cibles sans empêcher sa fixation 

à l’ADN (Coqueret & Gascan, 2000). De la même manière, p21Waf1 réprime la transcription 

des gènes cibles de Myc en interagissant avec la région N-Ter de Myc. Cette interaction 

empêche la dimérisation de Myc avec Max, son partenaire activateur de la transcription 

(figure 11C) (Kitaura et al., 2000). Suite aux cassures de l’ADN, p21Waf1 est aussi recrutée 

sur le promoteur du gène de Cdc25A. Ce recrutement est associé à l’inhibition de l’acétylase 

d’histone, p300, et à l’inhibition de l’expression du Cdc25A (Vigneron et  al., 2006). Il a aussi 

été montré qu’une surexpression de p21Waf1 conduisait à l’inhibition des promoteurs de 

Plk1 – une protéine intervenant au cours de la mitose – et de la Topoisomérase II (Zhu et al., 

2002). p21Waf1 est nécessaire et suffisante pour inhiber l’expression de nombreux gènes 

régulés en aval de p53 tels que les gènes de Cdc25C, Cdk1, Chk1, de la cycline B1, de TERT 

ou le que gène de la protéine anti-apoptotique Survivine (Lohr et al., 2003 ; Shats et  al., 2004). 

Ces régulations sont indirectes, dépendantes de la régulation par Cdk2 des facteurs NF-Y 

pour la cycline B1 et Cdk1 ou de E2F pour les autres (Gottifredi et al., 2001 ; Park et  al., 

2000 ; Shats et  al., 2004 ; Taylor & Stark, 2001 ; Yun et al., 2003). p21Waf1 est aussi capable 

d’induire sa propre expression en levant l’inhibition de CBP-p300 provoquant de cette 

manière, une boucle d’amplification de son expression (Snowden et al., 2000).

c. p21Waf1 et modulation de l’apoptose

Une autre fonction de p21Waf1 est sa capacité à réguler l’apoptose (figure 11D). 

Lorsque p21Waf1 est exprimée suite à la détection d’un stress, le déclenchement de l’arrêt du 
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cycle cellulaire qu’il provoque empêche la cellule de mettre en place le processus 

apoptotique. L’installation des mécanismes apoptotiques nécessite un cycle cellulaire actif, en 

particulier lors de traitements génotoxiques ou en présence d’agents visant à déstabiliser les 

microtubules. Ce phénomène est réversible, par exemple, à la suite d’une inhibition de la 

transcription du gène CDKN1A – codant pour la protéine p21Waf1 – ou à la suite de 

différentes modifications post-traductionnelles comme des phosphorylations conduisant à la 

relocalisation de p21Waf1 dans le cytoplasme, ou à sa dégradation.

Mais lors de sa relocalisation cytoplasmique, p21Waf1 peut aussi réguler 

l’apoptose négativement. En effet, la phosphorylation de la thréonine 145 par Akt – lui-

même activé par la PI3K – empêche la translocation nucléaire de p21Waf1. La forme 

cytoplasmique de p21Waf1 montre une activité anti-apoptotique par l’inhibition de plusieurs 

protéines impliquées dans l’apoptose telles que la pro-caspase 3, les caspases 8 et 10, les 

protéines SAPK (Stress-Activated Protein Kinases) et ASK1 (Apoptosis Signal Kinase 1). p21Waf1 

inhibe l’apoptose induite par le récepteur Fas en empêchant l’activation de la caspase 3 

(Suzuki et al., 1999).

Paradoxalement, dans certaines études, p21Waf1 semble montrer un effet pro-

apoptotique. Les mécanismes par lesquels ce phénomène est possible ne sont pas clairs, mais 

il semblerait qu’ils dépendent de l’activation de la protéine pro-apoptotique Bax et que cette 

activation soit possible dans des conditions dépendantes ou non de p53 (Gartel, 2005).

d. p21Waf1 et réparation de l’ADN

Le premier rôle de p21Waf1 dans la réponse aux dommages de l’ADN est sa 

fonction dans l’arrêt du cycle cellulaire. p21Waf1 permet aux mécanismes de réparation de 

l’ADN d’agir tandis que l’apoptose est inhibée. Cependant, p21Waf1 interagit avec PCNA 

empêchant sa liaison à d’autres partenaires nécessaires à la réparation de l’ADN par le MMR 

(MisMatch Repair) ou le BER (Base Exicision Repair) (figure 11B) (Tom et al., 2001 ; Umar et al., 

1996). p21Waf1 pourrait également jouer un rôle dans la régulation du système NER 

(Nucleotide Excision Repair) (Gratchev, 2008).
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Figure 11 ❘ Fonctions de p21Waf1 dans le développement tumoral. A. Dans 
certaines conditions, p21Waf1 maintient l’activité du complexe cycline D/Cdk4 ou 
6 permettant ainsi la progression de la phase G1. p21Waf1 inhibe l’activité kinase 
des Cdk1 et 2 qui sont requises pour la progression du cycle cellulaire dans les 
phases S, G2 et M. B. Par son domaine C-Ter, p21 se fixe à PCNA pour inhiber la 
synthèse de l’ADN et moduler la voie de réponse aux dommages de l’ADN 
dépendante de PCNA. C. p21Waf1 est capable d’inhiber l’expression des gènes 
cibles de E2F1, STAT3 ou Myc en se fixant et en inhibant leur domaine de 
transactivation contribuant ainsi  à l’effet anti-apoptotique de p21Waf1. D. La 
phosphorylation de la thréonine 145 de p21Waf1 par Akt empêche la translocation 
nucléaire de p21Waf1. En restant dans le cytoplasme, p21Waf1 inhibe l’activité de 
protéines impliquées dans l’apoptose (D'après Abbas & Dutta, 2009).

Le rôle bénéfique de la régulation de la réparation de l’ADN par p21Waf1 est 

évident quant à la protection contre l’instabilité génomique et la tumorigenèse. Cependant, 

l’inhibition de réparation des cassures de l’ADN associée à l’inhibition de l’apoptose 

empêcherait l’élimination d’une cellule tumorale malgré une instabilité génomique qui devrait 

induire l’apoptose. Ce cas de figure soutient la théorie consistant à dire que p21Waf1 peut 

avoir un rôle pro-oncogénique.
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4. Choix entre apoptose et arrêt du cycle cellulaire

Nous l’avons vu précédemment, en fonction de sa localisation cellulaire, nucléaire 

ou cytoplasmique, p21Waf1 peut avoir, respectivement, un rôle d’inhibiteur du cycle 

cellulaire, ou un rôle anti-apoptotique. L’activité anti-apoptotique de p21Waf1 a conduit à 

penser, que dans certaines circonstances p21Waf1 pourrait avoir une activité oncogénique. 

Cette théorie s’appuie sur des études génétiques chez la souris montrant que l’invalidation du 

gène CDKN1A supprimerait le développement spontané de lymphomes découlant de 

l’absence de p53 (De la Cueva et al., 2006) ou de ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated) (Wang et 

al., 1997). Il est intéressant de noter que, chez les souris dont le gène CDKN1A a été 

invalidé, les lymphomes émergeant montrent un fort taux d’apoptose, suggérant que 

l’activité anti-apoptotique de p21Waf1 serait pro-tumorigénique (Roninson, 2002). La 

sensibilité des lymphomes à l’activité anti-apoptotique de p21Waf1 pourrait s’expliquer par 

l’importance de cette protéine dans le processus de différenciation cellulaire. Il est possible 

qu’une tumorigenèse réduite en l’absence de p21Waf1 soit due au blocage de la 

différenciation cellulaire à un stade dans lequel les cellules ne peuvent pas proliférer. Il existe 

une balance entre prolifération et différenciation cellulaire. Selon les stimuli 

environnementaux reçus par la cellule, les voies de signalisation activées détermineront son 

destin et les facteurs en aval de ces voies conduiront la cellule à proliférer ou bien à se 

différencier. Ces mécanismes seront décrits au cours du chapitre V.

5. La voie de p38 MAP Kinases

Lors d’un signal de stress certaines protéines, et notamment les kinases de la voie 

de p38 MAP Kinases, permettent la transduction du signal et une réponse adaptée. La voie 

p38 MAP Kinases est impliquée dans la réponse aux facteurs de croissance, aux stress 

environnementaux ou aux stimuli inflammatoires. Ces phénomènes pouvant eux-mêmes être 

impliqués dans le processus de tumorigenèse, la voie p38 MAP Kinases est aussi décrite 

comme ayant un rôle dans la détection de l’oncogène.

Les protéines p38 des membres de la classe des SAPK (Stress-Activated Protein 

Kinase) sont des MAP Kinases impliquées dans la réponse au stress cellulaire (Goedert et  al., 

1997). Quatre gènes codent pour les protéines p38 MAP Kinases. MAPK14 code pour p38α, 

MAPK11 code pour p38β, MAPK12 code pour p38γ et MAPK13 code pour la protéine 
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p38δ. Les formes p38α et p38β ont des fonctions très proches, en revanche, p38α est très 

abondante dans de nombreuses cellules alors que p38β est faiblement exprimé. p38γ et p38δ 

ont un profil d’expression plus restreint et des fonctions plus spécialisées. Les protéines p38 

sont activées par les kinases MKK3, MKK6 et parfois MKK4, mais sont aussi capables 

d’autophosphorylation (Cuenda & Rousseau, 2007 ; Mittelstadt et al., 2005). p38 active 

ensuite différents facteurs de transcription, notamment p53 pour permettre l’induction de la 

sénescence ou de l’apoptose, mais aussi ATF2, ELK1, MEF2, C/EBPβ  et d’autres protéines 

kinases comme MK2, MSK1, MNK1 et MNK2 (Cuenda & Rousseau, 2007 ; Ono & Han, 

2000) (figure 12).

Figure 12 ❘ Schéma de la voie d’activation de p38/MAPK. À la suite d’un 
stress cellulaire les protéines p38 sont activées par phosphorylation de leur résidus 
thréonine et tyrosine par les MAP Kinase Kinase elles-mêmes activées par 
phosphorylation. Les sérine/thréonine kinases p38 activent alors des protéines 
cytoplasmiques ou nucléaires pour induire l’arrêt du cycle cellulaire ou la 
sénescence (D'après Cuadrado & Nebreda, 2010).

a. Implication de p38 dans l’arrêt du cycle cellulaire

p38 est un acteur de l’induction de l’apoptose ou de l’arrêt du cycle cellulaire 

(Bulavin & Fornace, 2004 ; Hui et  al., 2007). La voie p38 MAP Kinases tout d’abord été 

décrite comme étant activée par le lipopolysaccharide (Han et al., 1994) et jouant un rôle 

prépondérant dans l'inflammation (Waetzig et al., 2002). Aujourd’hui il est admis qu’un stress 
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génotoxique ou qu’un oncogène peut également être responsable de l'activation de cette voie. 

p38 inhibe, alors, la progression du cycle cellulaire en phases G1/S ou G1/M via l’activation 

de p53, ou par une inhibition plus directe des complexes cycline/Cdk. Par exemple, suite à 

l'irradiation des cellules par des ultraviolets, p38 phosphoryle la sérine 309 de Cdc25B 

permettant sa liaison à 14-3-3 et l’activation du point de contrôle de la phase G2/M et l’arrêt 

du cycle cellulaire (Bulavin et  al., 2001). La voie p38 MAP Kinases conduit aussi à l’entrée en 

sénescence des cellules primaires suite à l’expression de H-Ras en phosphorylant p53 et en 

augmentant l'expression de p16Ink4a (Deng et al., 2004 ; Han & Sun, 2007). Il lui a 

également été attribué un rôle dans l’induction de l’apoptose, notamment dans la réponse au 

récepteur Fas (Raoul et al., 2002).

Il a également été montré que p38 pouvait activer le facteur C/EBP permettant 

ainsi la différentiation de cellules progénitrices du poumon chez la souris (Ventura et al., 

2007). Dans cette même étude, il a été montré que p38 contrôlait le renouvellement de ces 

cellules en inhibant la prolifération et que son inactivation induisait une sensibilisation à la 

tumorigenèse induite par Ras. Son rôle dans la différenciation et la prolifération cellulaire 

contribue à lui attribuer une fonction de suppresseur de tumeur. Tout comme les JNK, la 

voie de p38 MAPK est souvent dérégulée dans les cancers.

6. Mutation sur les gènes suppresseurs de tumeur

L’inhibition des gènes suppresseurs de tumeur est expliquée par les mêmes 

mécanismes que ceux responsables de l’activation des proto-oncogènes à la différence que 

les mutations rencontrées induisent une perte de fonctionnalité de la protéine. 

Précédemment nous avons décrit l’importance du rôle de p53 dans le maintien d’un cycle 

cellulaire normal. Différents mécanismes peuvent expliquer la perte de son activité lors de la 

tumorigenèse, notamment des mutations conduisant au déficit de sa fonction apoptotique ou 

des mutations sur des médiateurs en aval de la réponse à p53. Les mutations de TP53 

peuvent se trouver sur ses domaines de régulation en N-ter (aa 1-99) ou en C-ter (aa 

301-393), mais dans 95 % des cas, p53 est mutée sur sa région centrale, responsable de la 

liaison à l’ADN (aa 100-300). On peut citer les mutations par substitution les plus 

couramment rencontrées, telles que R175H, G245S, R248Q, R249S, R273H et R282W 

(Vousden & Lu, 2002). Il est intéressant de noter que la mutation R273L de p53 empêche 

l’expression de p21Waf1 mais permet l’induction de l’apoptose. 
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Un autre moyen d’inactivation des suppresseurs de tumeur repose sur la 

méthylation des îlots CpG conduisant à la relocalisation du gène d’une région 

d’euchromatine vers une région d’hétérochromatine et à l’inhibition de leur expression (Issa, 

2004). L’inactivation du locus INK4/ARF est l’une des inhibitions de loci les plus fréquentes 

dans les tumeurs. La perte de l’expression complète du gène s’explique par la mutation de 

l’un des allèles à laquelle s’additionne la méthylation du second. La méthylation entraîne, 

alors, la perte d’expression d’une des trois protéines ARF, p15 ou p16, ou des trois protéines 

à la fois. Dans une moindre mesure, le suppresseur de tumeur p27Kip1 peut également être 

méthylé dans certains cancers mais cet événement serait probablement une conséquence plus 

qu’un événement initiateur de la tumorigenèse (Auerkari, 2006). Le gène codant pour la 

protéine APC est fréquemment méthylé dans les cancers colorectaux et cette inactivation 

conduit à l’activation d’oncogènes tels que la β-Caténine et c-Myc (Arnold et al., 2004).

Introduction générale

49



Chapitre III : La sénescence cellulaire

La sénescence a d’abord été décrite comme un état permanent d’arrêt du cycle 

cellulaire résultant d’un épuisement réplicatif de fibroblastes diploïdes humains en culture 

(Hayflick, 1965). Ce mécanisme implique la détection de la diminution des télomères. Nous 

savons aujourd’hui que la sénescence n’est pas uniquement réplicative, mais qu’elle peut aussi 

trouver son origine dans la réponse à de nombreux stress. Elle est, de nos jours, définie par 

un arrêt définitif du cycle cellulaire qui devient insensible aux signaux de croissance (Stein et 

al., 1991). Il est généralement admis que les cellules somatiques, ou du moins les cellules en 

prolifération, maintiennent leur capacité à induire la sénescence comme mécanisme 

suppresseur de tumeur. Cependant, la capacité à engager ce phénomène peut également 

mener à des pathologies liées à l’âge (Vijg & Campisi, 2008). Quel que soit le type de 

sénescence, ce processus est principalement régulé par deux protéines, p53 et Rb, 

suppresseurs de tumeurs dont les gènes sont fréquemment mutés ou perdus dans les cellules 

cancéreuses.

La sénescence cellulaire peut donc avoir différentes origines. La réduction des 

télomères au cours des divisions cellulaires en est une et conduit à l’activation de la 

sénescence réplicative. Les types de sénescence activés lors d’un stress autre que celui 

impliquant la réduction des télomères sont des alternatives à la sénescence réplicative et 

entrent notamment en jeux dans la réponse à la progression tumorale. Nous nous 

intéresserons donc, ici, au type de sénescence indépendante de la voie des télomères appelée 

SIPS (Stress-Induced Premature Senescence).

A. Signature des cellules sénescentes

Les cellules sénescentes répondent à un certain nombre de caractéristiques telles 

que l'apparence ou l’expression de différents marqueurs cellulaires. Ces caractéristiques se 

retrouvent à la fois dans les cellules ayant subi une sénescence réplicative et dans celles ayant 

subi une sénescence prématurée induite par un stress ou SIPS et sont listées ci-après : une 

morphologie cellulaire altérée (souvent élargie, aplatie, multivacuolée et multinucléée), une 

augmentation de l’activité de la SA-β-Gal, une accumulation des foci de dommages de 

l’ADN et des foci d’hétérochromatine ou SAHF (Senescence Associated Heterochromatin Foci), 

une instabilité chromosomique et l’induction d’un sécrétome inflammatoire.
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La détection histochimique de l’activité de la SA-β-Gal est possible à pH 6 dans 

des cellules sénescentes en culture. Ce marqueur est présent dans des cellules sénescentes 

mais pas au cours de la mise en place de la sénescence. Le rôle de la SA-β-Gal dans ce 

processus n’a pas été décrit. En outre, l’augmentation de son activité n’a, à ce jour, été 

connectée à aucune voie de signalisation conduisant à la sénescence. Cependant, son 

activation reste l’un des marqueurs les plus utilisés avec la modification morphologique des 

cellules (Sikora et al., 2010). Pourtant, l’activité de la SA-β-Gal est également particulièrement 

élevée au cours de phénomènes tels que l’inhibition de contact, la privation de sérum, ou est 

même existante dans certains types de cellules in vivo – notamment les kératinocytes 

(Severino et al., 2000). Ces observations amènent à s’interroger sur l’interprétation de 

l’augmentation de l’activité de la SA-β-Gal dans le phénomène de sénescence.

La formation d’hétérochromatine est une caractéristique importante de la 

sénescence. Dans les cellules sénescentes s’accumulent les structures d’hétérochromatine 

dans lesquelles sont retrouvées le suppresseur de tumeur Rb, ainsi que la protéine HP1 

(Heterochromatin Protein 1). Ces protéines sont recrutées au niveau des promoteurs des gènes 

cibles de E2F conduisant à une répression stable de ces gènes. La formation des SAFH ainsi 

que l’inhibition des gènes cibles de E2F dépend de l’intégrité de la voie de Rb et ne se 

produit pas lors d’un arrêt réversible du cycle cellulaire (Narita et al., 2003). Au niveau des 

SAFH, les histones subissent des modifications post-traductionnelles comme la méthylation 

de la lysine 9 de l’histone H3 (H3K9Me) permettant le recrutement de HP1 et nécessaire à la 

condensation de la chromatine. La méthyltransférase d’histones, SUV39H1 interagit 

également avec Rb au niveau des SAFH (Nielsen et al., 2001). L’inclusion de gènes 

responsables de l’induction de la prolifération – comme par exemple la cycline A – dans les 

sections d’hétérochromatine empêche l’expression de ces gènes (Narita et  al., 2006). Cette 

observation appuie la notion de la sénescence comme barrière contre la progression 

tumorale.

B. Réponse aux dommages de l’ADN et sénescence

Aujourd'hui, certaines données semblent indiquer que la réponse aux dommages 

de l’ADN serait une caractéristique de la sénescence (d'Adda di Fagagna, 2008). En effet, 

lorsque les télomères raccourcissent jusqu’à leur niveau critique, leurs extrémités sont 

reconnues comme des cassures doubles brins. De la même manière que celles présentes tout 
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au long du génome, ces cassures activent l’entrée en sénescence. Mais la réponse aux 

dommages de l’ADN est également impliquée dans la sénescence induite par un stress 

(d'Adda di Fagagna, 2008), et notamment à la suite de cassures liées au stress réplicatif induit 

par l’oncogène (Bartkova et al., 2006).

La réponse aux dommages de l’ADN est régulée par des complexes de protéines, 

tels que le complexe MRN (MRE-Rad50-NBS1), capables d’induire l’activation des kinases 

ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated) et ATR (ATM and Rad3-related) elles-mêmes conduisant à 

l’activation de Chk1 et Chk2. Finalement, la voie de réponse aux dommages de l’ADN active 

p53 qui, via l’activation de ces gènes cibles, conduit à l’entrée en sénescence ou en apoptose 

(d'Adda di Fagagna, 2008 ; Prieur & Peeper, 2008). En accord avec le fait que la signalisation 

des dommages de l’ADN soit activée au cours de la sénescence, le nombre de foci de 

γH2Ax augmente dans les cellules primaires sénescentes en culture (Nakamura et al., 2008). 

De plus, chez la souris âgée, γH2Ax et l’activité de la SA-β-Gal sont détectés dans les mêmes 

cellules (Wang et al., 2009a). Toutefois, si l’activation de la signalisation des dommages de 

l’ADN est une cause de l’entrée en sénescence des cellules, son utilisation en tant que 

marqueur de la sénescence requière une plus grande connaissance de son implication dans ce 

phénomène.

La voie de signalisation des dommages de l’ADN induit l’activation des points de 

contrôle du cycle cellulaire afin de garantir l’intégrité du génome et une ségrégation correcte 

des chromosomes (Jackson & Bartek, 2009). Au cours de maladies liées à l’âge, dans 

certaines cellules sénescentes, ces points de contrôle ne sont plus fonctionnels. S’en suit alors 

une augmentation de l’instabilité génomique manifestée par l’apparition d’aneuploïdie ou de 

polyploïdie, qui pourrait être impliquée dans l’échappement à la sénescence (Mosieniak & 

Sikora, 2010).

C. La sénescence induite par l’oncogène

Il est largement admis que les cellules normales sont réfractaires à la 

transformation par un oncogène (Newbold & Overell, 1983). La sénescence induite par 

l’oncogène, ou OIS (Oncogene-Induced Senescence), a été décrite pour la première fois dans des 

cellules normales. L’expression de l’oncogène H-RasV12 dans des fibroblastes a permis 

d’observer un nouveau type de sénescence indépendant de la signalisation des télomères 

(Serrano et al., 1997). Ce type de sénescence se distingue de la sénescence réplicative par une 
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activation plus aiguë et se classe dans la catégorie de sénescence induite par un stress 

(Campisi & d'Adda di Fagagna, 2007). Avec l’apoptose, la sénescence induite par l’oncogène 

est considérée comme une barrière contre le cancer lorsque les dommages de l’ADN sont 

trop importants pour être réparés (Campisi & d'Adda di Fagagna, 2007 ; Lowe et al., 2004).

Lors de la transformation par B-RafV600E – une forme autoactive de B-Raf – 

les cellules subissent une forte prolifération conduisant au développement d’un adénome 

dans le cancer du poumon, ou d’une hyperplasie dans le mélanome chez la souris. S’en suit 

une diminution de la prolifération et l’entrée en sénescence (Dankort et al., 2007 ; Goel et al., 

2009). La transformation par H-RasV12 provoque également l’entrée en sénescence, et ce de 

manière dose-dépendante (Mo et al., 2007 ; Sarkisian et al., 2007). L’oncogène Myc, quant à 

lui, induit préférentiellement l’apoptose lors de la transformation cellulaire et la réponse de la 

cellule à cet oncogène est également dépendante de son taux d’expression dans la cellule 

(Murphy et al., 2008).

La sénescence cellulaire n’est pas seulement induite par l’expression d’un 

oncogène, mais peut également l’être par la perte d’expression d’un gène suppresseur de 

tumeur. Selon leur rôle dans l’induction de la sénescence, les suppresseurs de tumeur 

peuvent être classés en deux types. Certains suppresseurs tels que PTEN, NF1 ou Rb 

empêche l’activation excessive d’un oncogène de manière constitutive. Leur perte conduit 

alors à l’activation d’oncogènes, respectivement ici, la PI3K, Ras et E2F. En conséquent, la 

perte de ce type de suppresseur de tumeur conduit à une prolifération excessive à la mise en 

place de la sénescence de manière indirecte. À l’inverse, la perte de suppresseurs de tumeurs 

tels que p53, p16Ink4a ou p14ARF altère la sénescence et permettent la progression 

tumorale (Collado & Serrano, 2010).

1. Le phénotype sécrétoire associé à la sénescence

Les cellules sénescentes sécrètent de nombreux facteurs, notamment des 

cytokines, l’inhibiteur de l’activateur du plasminogène 1 (PAI-1), du TGF-β. Ces médiateurs 

font partis de ce qu’on appelle le SAPS (Senescence-Associated Secretory Phenotype) (Campisi, 

2005 ; Coppe et al., 2008 ; Kuilman & Peeper, 2009). De solides preuves semblent indiquer 

que beaucoup de ces facteurs ne sont pas seulement associés à la sénescence mais y 

contribuent. Pour l’instant, PAI-1 est considéré comme étant seulement relié à la sénescence 

mais a été montré comme étant capable d’inciter le phénomène (Kortlever et al., 2006).
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Lors de la transformation par B-RafV600E, le facteur de transcription C/EBPβ 

induit l’expression de l’interleukine 6 (IL6) conduisant à une boucle d’amplification de la 

voie. Cette boucle d’amplification active le suppresseur de tumeur p15/Ink4b ainsi qu’une 

réponse inflammatoire et notamment l’expression de la cytokine inflammatoire IL8 

(Kuilman et  al., 2008). L’association des interleukines IL6 et IL8 permet aux cellules 

d’imposer le processus de sénescence de manière autonome. L’IL1α est une cytokine 

présentant de multiples fonctions et est notamment connue pour être une composante du 

phénotype sécrétoire associé à la sénescence ou SAPS (Campisi, 2005). Elle est également un 

régulateur situé en amont de la sénescence associée à l’IL6 et l’IL8. Le blocage de cette 

protéine lors de la sénescence induite par les dommages de l’ADN, l’épuisement réplicatif 

ou induite par l’oncogène Ras, conduit à une diminution de la sécrétion d’IL6 et d’IL8 

(Orjalo et al., 2009). Il est intéressant de noter que la signalisation des dommages de l’ADN 

est capable d’initier et de maintenir la sécrétion des cytokines indépendamment de p53 et Rb 

(Rodier et al., 2009).

Les médiateurs de l’inflammation sont très importants dans la sénescence induite 

par H-RasV12. Les chémokines exprimées à la suite de la transformation par H-RasV12, via 

C/EBPβ  et NF-κB renforcent la sénescence grâce à l’expression du récepteur à chémokines, 

IL8Rβ, autrement nommé CXCR2 (Acosta et al., 2008). Le rôle des protéines p38 dans 

l’inflammation est largement établi. Ces protéines jouent également un rôle dans la réponse 

au stress oncogénique induit par Ras et leur inhibition empêche l’induction de la sénescence. 

p38γ serait responsable de la phosphorylation de p53 sur la sérine 33, augmentant ainsi son 

activité transcriptionnelle. p38α, en revanche, agirait de manière indépendante de p53 et 

conduirait à la sénescence via l’expression de p16Ink4a (Kwong et al., 2009).

Le SAPS n’agit pas seulement de manière autocrine. Il peut également avoir une 

influence sur son environnement et agir de manière paracrine. L’effet paracrine du SAPS 

dépend du contexte cellulaire. En effet, les cellules normales ou les cellules précancéreuses 

de bas grade répondraient préférentiellement à ce signal par l’induction de la sénescence. En 

revanche, les cellules cancéreuses et précancéreuses de haut grade progresseraient dans le 

développement tumoral (Gorgoulis & Halazonetis, 2010).
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2. Sénescence et autophagie

Les radicaux libres de l’oxygène (ROS) produits par la mitochondrie lors de la 

transformation oncogénique sont également responsables de l’entrée en sénescence des 

cellules (Moiseeva et  al., 2009). Les auteurs ont montré une augmentation de la production de 

ROS liée au dysfonctionnement de la mitochondrie avant l’entrée en sénescence induite par 

H-RasV12. La sénescence demande une importante ressource énergétique à la cellule. 

L’autophagie est un processus de régulation. Il en résulte la séquestration des composants 

intracellulaires et leur dégradation lysosomale. Ce phénomène permet la régulation de 

l’énergie à la suite d’une réponse au stress cellulaire (Wilkinson & Ryan, 2010).

Lors de la transformation par H-RasV12, il a été montré que les cellules 

exprimaient les gènes ATG impliqués dans l’autophagie et que l’inhibition de ce processus 

par l’extinction des gènes ATG5 et ATG7 retardait l’entrée en sénescence des cellules 

(Young et  al., 2009). La sénescence serait alors un inducteur de la sénescence. De plus, la 

signalisation de mTOR – un inhibiteur de l’autophagie inhibé par la voie Ras/PI3K – est 

inactivée lors de la sénescence. Le fait que l’expression d’un des gènes clef de l’autophagie, 

ATG6/Beclin soit supprimée dans les cancers ajoute une preuve au rôle de l’autophagie dans 

la protection contre le développement tumoral (Qu et  al., 2003). Cependant, l’autophagie 

peut être utilisée à un faible niveau par les cellules au cours du processus de transformation. 

En effet, certaines études indiquent que les cellules induiraient l’autophagie en réponse à un 

stress métabolique pour permettre la survie cellulaire (White et al., 2010). L’autophagie 

pourrait alors permettre l’échappement à l’OIS.
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Chapitre IV : L’oncogène Ras

A. La protéine Ras, généralités

1. Fonctionnement et activation de Ras

La protéine Ras est une protéine G de 21 kDa associée à la face interne de la 

membrane plasmique et capable d’échange entre le GTP et le GDP. Son activité est régulée 

par la liaison, tantôt activatrice de GTP, tantôt inhibitrice de GDP. Les GEF (Guanine 

Nucléotide Exchange Factors), comme SOS, catalysent le relargage de GDP alors que les GAP 

(GTPase Activating Proteins) catalysent l’hydrolyse du GTP (Colicelli, 2004). Ras est activée en 

réponse à des signaux environnementaux via des récepteurs de facteurs de croissance 

comme l’EGFR. A la suite de la fixation de l’EGF, le récepteur à tyrosines kinases 

s’autophosphoryle et recrute les protéines GEF. Ras est alors activée grâce au chargement du 

GTP par Grb2/SOS, et active, à son tour, différents effecteurs pour réguler la prolifération 

cellulaire et la survie. Parmi ces effecteurs, la protéine Raf va activer la voie des MAP 

Kinases Mek/Erk. Ras active Raf en induisant un changement conformationnel de la 

protéine. La cascade d’activation de kinases qui en découle permet l’activation de la 

transcription des gènes du cycle cellulaire et sera décrit dans le paragraphe suivant. Ras est 

également capable d’activer la voie de la PI3K (PhosphoInositol-3-Kinase) qui recrute PDK1 via 

son domaine d’homologie pleckstrin et phosphoryle et active la kinase AKT. Cette voie sous-

jacente conduit à une augmentation de la survie cellulaire et active mTOR (mammalian Target 

Of  Rapamycin) augmentant la biosynthèse des ribosomes et la traduction des ARNm.

2. Les différentes isoformes de Ras

Il existe trois isoformes de Ras, K-Ras, H-Ras et N-Ras. Les séquences de ces 

trois isoformes sont très similaires, 85 % de leurs séquences d’acides aminés sont identiques, 

et aucune variabilité fonctionnelle n’a été clairement définie. Il existe, toutefois, quelques 

différences entre ces protéines au niveau de leur expression. Toutes trois sont largement 

exprimées mais K-Ras l’est dans pratiquement tous les types cellulaires. Des études 

génétiques ont montré que, contrairement à K-Ras, H-Ras et N-Ras, n’étaient pas nécessaires 

au développement normal chez la souris. Nous pouvons aussi noter qu’à la différence de K-

Ras, H-Ras et N-Ras possèdent un groupement palmitoyle permettant leur localisation dans 
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l’appareil de Golgi. K-Ras, en revanche, est uniquement retrouvée sous la membrane 

plasmique, localisation indispensable à l’activité de Ras. Les modifications post-

traductionnelles de Ras sont indispensables à sa localisation sous la face interne de la 

membrane plasmique. Les protéines Ras qui ne se trouvent pas localisées sous la membrane 

sont inactives, probablement parce qu’elles sont incapables de recruter leurs protéines cibles. 

Le fait que la protéine Ras nécessite d’être correctement localisée pour être active conduit de 

nombreuses études à viser les enzymes responsables des modifications post-traductionnelles 

de Ras comme cibles thérapeutiques (Ali et al., 2010).

Figure 13 ❘ Voie d’activation de Ras. À la suite d’un signal mitogénique reçu par 
un récepteur (comme, par exemple, l’EGFR), Ras lie un GTP permettant son 
activation. Ras interagit alors avec plusieurs effecteurs conduisant à la survie 
cellulaire, la différenciation, le trafique vésiculaire la prolifération, l’organisation du 
cytosquelette ou la signalisation du calcium (D'après Downward, 2003).

B. Rôle de Ras dans la tumorigenèse

En 1982, un gène issu de cellules de carcinome de poumon humain montrant une 

activité transformante dans des fibroblastes fut décrit comme un homologue du gène 

transformant originaire du virus du sarcome de Kirsten chez le rat (Der et  al., 1982). Ce fut la 

première indication amenant à considérer K-Ras comme un oncogène chez l’Homme. Nous 
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savons aujourd’hui que Ras est l’un des oncogènes les plus fréquemment activés dans les 

cancers. 17 à 25 % de l’ensemble des cancers humains présentent une mutation sur le gène 

de K-Ras, et environ 30 % des cancers colorectaux possèdent une mutation sur ce gène.

En parallèle de ces mutations, les mécanismes indirects d’activation de Ras 

permettent son activation chronique malgré l’absence de mutation. La protéine Nf1 est une 

protéine GAP responsable de l’hydrolyse du GTP en GDP. Elle est impliquée dans la 

régulation de l’expression de Ras et conduit donc à son inhibition. Les mutations de Nf1 

empêchent la régulation négative de Ras. D’une autre manière, à un stade avancé de la 

maladie, l’EGFR est surexprimé dans 65 à 70 % des cancers colorectaux (Lockhart & Berlin, 

2005) conduisant à l’activation constitutive de Ras.

Le fait que Ras soit fréquemment muté dans différents types de tumeurs, ou 

qu’elle soit activée par des mécanismes situés en amont suggère que le signal prolifératif 

induit par Ras joue un rôle important dans la tumorigenèse, et en effet, son rôle clef dans la 

transformation oncogénique a été établi dans de nombreuses études. La capacité de Ras à 

transformer des cellules dépend de son interaction avec ses effecteurs sous-jacents et 

notamment la protéine Raf et la voie des MAP Kinases, mais aussi la voie de la PI3K, des 

protéines RalGDS, de la phospholipase-Cε et Rac (Luo et al., 2009).

1. Activation de la voie de Ras dans le cancer

L’isoforme K-Ras est la plus exprimée et la plus souvent mutée dans les cancers. 

Elle représente 85 % des isoformes mutées, N-Ras représentant 15 % et H-Ras moins de 1 

%. Les mutations retrouvées sur ces trois isoformes compromettent à chaque fois 

l’hydrolyse du GTP par les GAP sur Ras. Ras est alors liée à un GTP et reste active à tout 

moment. Les mutations activatrices les plus répandues se retrouvent principalement sur ses 

codons 12, 13 et 61 de K-Ras (Bos, 1989). Environ 20 % des tumeurs humaines possèdent 

une mutation de l’une des isoformes de Ras. Toutefois, l’activation de la voie de signalisation 

de Ras peut être causée par l’activation ou l’inactivation de d’autres protéines en amont ou en 

aval de Ras. Par exemple l’activation des récepteurs de facteurs croissance, la mutation ou 

l’amplification d’effecteurs de Ras peuvent conduire à l’activation du signal de Ras et 

favoriser le développement tumoral. Selon les types de cancers, différentes protéines sont 

touchées (tableau 1).
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Défaut/Mutation Type de tumeur Fréquence (%)

Mutation de RAS Pancréas 90 (KRAS)

Adénocarcinome du poumon (non à petites 
cellules)

35 (KRAS)

Colorectal 45 (KRAS)

Thyroïde (folliculaire) 55 (HRAS, KRAS, NRAS)

Thyroïde (papillaires non différenciés) 60 (HRAS, KRAS, NRAS)

Séminome 45 (KRAS, NRAS)

Mélanome 15 (NRAS)

Vessie 10 (HRAS)

Foie 30 (NRAS)

Rein 10 (HRAS)

Syndrome myélodisplasique 40 (KRAS, NRAS)

Leucémie myéloïde aiguë 30 (NRAS)

Mutation de BRAF Mélanome 66

Colorectal 12

Surexpression de l’EGFR Carcinomes > 50

Amplification de ERBB2 Sein 30

Perte de PTEN Glioblastome multiforme 20 - 30

Prostate 20

Pancréas 40

Amplification de AKT2 Ovaires 12

Pancréas 10

Amplification de PI3K Ovaires 40

Tableau 1 ❘ Activation de la voie de signalisation de Ras dans différents 
types de tumeurs (D'après Downward, 2003).

Dans le cancer colorectal, en plus des mutations activatrices de Ras et de 

l’augmentation du signal en amont, il a été observé que l’activation de la protéine Raf, sous-

jacente à Ras, pouvait aussi jouer un rôle dans la tumorigenèse. Les trois isoformes décrites 

de Raf, A-Raf, B-Raf et C-Raf, partagent une similarité de séquence significative et pourtant 

présentent des rôles distincts dans le développement et des fonctions biochimiques 

différentes. Cependant, les trois isoformes montrent la même capacité à faciliter l’activation 

oncogénique par Ras de la cascade Mek1/2 et Erk1/2. B-Raf est pourtant la seule des trois 

isoformes à présenter des mutations dans différents cancers. Les 30 mutations observées 

sont, pour la majorité, situées sur le domaine kinase de la protéine et dans 90 % des cas il 

s’agit d’une substitution V599E augmentant l’activité kinase de la protéine (Wellbrock et al., 

2004). L’incidence des mutations activatrices de Ras et Raf dans les mêmes types de cancers 

suggèrent que ces deux oncogènes sont fonctionnellement équivalents. De plus, le fait qu’il 

ne soit observé aucun cas de cancer possédant des mutations sur ces deux protéines de 

Introduction générale

59



façon concomitantes contribue à penser qu’elles partagent un rôle équivalent dans la 

tumorigenèse (Rajagopalan et  al., 2002). Pourtant, des études plus récentes menées dans des 

fibroblastes de souris mutées sur le gène de p53 ont montré que la transfection de formes 

mutées de B-Raf, de H-Ras et de N-Ras ne conduisaient pas au même pouvoir transformant. 

Les cellules transfectées avec les mutants de Ras conduisait à l’apparition d’un plus grand 

nombre de colonies et ces foci étaient de plus grande taille que ceux issus de la 

transformation par Raf indiquant que Ras semblait posséder un pouvoir oncogénique plus 

important que Raf (Benjamin & Ananthaswamy, 2008). Cette observation pourrait être 

expliquée par le fait que les mutants de Ras activent la voie de la PI3K en plus de l’activation 

de Raf.

2. Mécanismes de réponse au stress oncogénique induit par Ras

Malgré le rôle évident de Ras dans la tumorigenèse, l’expression d’une forme 

oncogénique de Ras dans des cellules primaires en culture conduit à un arrêt irréversible du 

cycle cellulaire. Cet arrêt traduit la présence d’un mécanisme de défense fonctionnel dans les 

cellules.

a. Détection de l’expression oncogénique de Ras

✦ Sénescence induite par Ras et p16Ink4a

Paradoxalement au rôle oncogénique de Ras, il a été démontré qu’un signal fort 

induit par un mutant constitutivement actif de Ras pouvait conduire à l’entrée en sénescence 

des cellules. Dans des fibroblastes humains, il a été montré qu’un signal modéré de Ras 

stimulerait l’activité mitogénique de Mek-Erk alors qu’une surexpression de Ras induirait la 

voie Mek-Erk de façon excessive conduisant à l’entrée en sénescence des cellules via 

p16Ink4a et à une induction de la voie MKK3/6-p38 (Deng et al., 2004). La réponse 

cellulaire dépendrait alors de l’intensité du signal induit par Ras et/ou de la capacité des 

cellules à induire la sénescence. Notons que la plupart des oncogènes activent ce mécanisme 

de suppression tumorale. L’activation du facteur de transcription Ets par Erk conduit à la 

transcription du gène de p16Ink4a (Ohtani et  al., 2001). En présence de p16Ink4a le cycle 

cellulaire est inhibé grâce à la répression des gènes cibles d’E2F. En temps normal, Bmi1 est 

exprimé grâce à l’activation des facteurs de transcription E2F1 ou Myc et vient inhiber le 

locus INK4/ARF (Nowak et  al., 2006 ; Park et  al., 2004). Bmi1 est responsable de la 
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formation d’hétérochromatine au niveau de ce locus. Lors de l’activation de la sénescence, 

Bmi1 n’est plus exprimée ce qui permet l’activation de p16Ink4a et de p14ARF (Gil et al., 

2004 ; Guney et al., 2006). Les mécanismes spécifiques par lesquels p16Ink4a participe à 

l’entrée en sénescence des cellules ne sont pas clairement établis. Néanmoins, nous savons 

que p16Ink4a joue un rôle dans le blocage du complexe cycline D/Cdk4 et dans la 

réorganisation de la chromatine caractéristique des cellules sénescentes (Narita et  al., 2006). 

Les cellules sénescentes développent des foci d’hétérochromatine distincts de ceux de 

cellules quiescentes ou prolifératives. Ces foci coïncident avec la répression dépendante de 

Rb de gènes hétérochromatiques. Beaucoup de ces gènes sont des cibles d’E2F. Lorsque 

l’expression oncogénique de Ras conduit à l’expression de p14ARF via la voie Raf/Mek/Erk 

elle permet l’activation de p53 et à l’arrêt du cycle cellulaire. Toutefois, la sénescence induite 

par la surexpression de H-Ras ou de K-Ras peut être indépendante de p16Ink4a et p14ARF 

et passer par les voies de Mek et de p38 (Bihani et al., 2004). Elle peut également nécessiter la 

détection des dommages de l’ADN induits par l’activité oncogénique de Ras (figure 14). 

✦ Sénescence induite par Ras et cassures de l’ADN

La détection de cassures de l’ADN conduit à l’arrêt du cycle cellulaire et à 

l’activation des mécanismes de réparation de l’ADN, constitués – selon la nature simple ou 

double brin des cassures – des protéines ATM ou ATR et Chk1 ou Chk2. Di Micco et ses 

collaborateurs ont montré que l’expression de H-RasV12 – une forme mutée auto-active de 

H-Ras – conduisait à une forte activation de la réponse aux dommages de l’ADN et que 

l’inactivation des protéines responsables de cette réponse empêchait l’entrée en sénescence et 

permettait la transformation cellulaire. Il a également été observé que l’expression de 

l’oncogène H-RasV12 était suivie d’une augmentation du nombre de réplicons au cours de la 

réplication de l’ADN et d’une altération de la progression des fourches de réplication. Dans 

ce modèle, l’oncogène force la progression du cycle cellulaire conduisant à une hyper-

réplication de l’ADN et l’apparition de dommages. La sénescence est alors observée en 

réponse à la détection de ces dommages de l’ADN et non en réponse directe au locus 

INK4/ARF (Di Micco et al., 2006).

✦ Sénescence induite par Ras et radicaux libres

L’activité oncogénique au sein de la cellule est associée à l’apparition de radicaux 

libres de l’oxygène ou ROS (Reactive Oxygen Species) qui, nous l’avons vu, ont une activité 

génotoxique, mais réagissent aussi avec les protéines, l’ARN et les lipides. Les ROS induits 
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par Ras, comme les radicaux superoxydes O2•- ou les dérivés actifs de l’oxygène tel que le 

peroxyde d’hydrogène (Irani et al., 1997), trouvent leur origine dans la chaîne respiratoire au 

niveau de la membrane interne de la mitochondrie. Il sont produits lors de l’augmentation de 

l’activité mitochondriale, mais aussi par l’activité d’une famille de NADPH oxidases, les 

protéines Nox. La réponse mitogénique découlant de l’oncogène Ras est impliquée dans la 

production de ces radicaux libres par ces deux procédés. Nox1 est exprimé suite à la 

signalisation de Raf/Mek/Erk (Adachi et al., 2008 ; Laurent et al., 2008) et l’augmentation de 

Rac-GTP est due à l’activation de la PI3K (Lambert et al., 2002). Ces deux protéines sont 

impliquées dans la formation d’un complexe enzymatique générateur de ROS. Les ROS 

produits conduisent à l’arrêt du cycle cellulaire, à la sénescence et dans un cas extrême, à la 

mort de la cellule. Certaines études ont montré que les ROS étaient nécessaires à l’induction 

de la sénescence et que lorsqu’ils étaient inhibés à l’aide d'antioxydants, la sénescence était 

abrogée (Lee et al., 1999). La sénescence induite par la présence de ROS dans la cellule est 

probablement due à plusieurs mécanismes. Les cassures de l’ADN provoquées par les ROS 

activent p53 via la signalisation des dommages de l’ADN et permettent la stabilisation de 

l’ARNm et de la protéine. Les ROS peuvent aussi activer la voie de p38 qui phosphoryle p53 

directement sur sa sérine 33 augmentant ainsi son activité transcriptionnelle. Dans les deux 

cas, l’induction des ROS permet la mise en place de la sénescence.
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Figure 14 ❘ Induction de l’OIS par l’oncogène Ras. L’oncogène Ras favorise la 
production de ROS, l’activation de la réponse aux dommages de l’ADN, la 
transcription de p14ARF et de p16Ink4a, ainsi que l’activation de p53. Ces voies 
permettent la mise en place de la sénescence et la suppression tumorale.

3. Induction de la sénescence indépendante de p53

Le suppresseur de tumeur p53 est au centre de la réponse au stress oncogénique. 

Le fait que cette protéine soit mutée dans environ 50 % de l’ensemble des cancers appuie 

l'importance de son rôle dans la protection contre l’oncogène. Cependant, il existe des 

mécanismes d’expression de p21Waf1 et d’induction de la sénescence indépendants de la 

voie de p53. Dans cette étude nous nous sommes principalement intéressés à la protéine 

p21Waf1 car nous avons observé son expression, indépendamment de p53, à la suite du 

stress oncogénique induit par Ras. Nous allons donc décrire ici les voies connues d’activation 

de p21Waf1 indépendamment de p53.

Plusieurs facteurs de transcriptions permettent l’activation de p21Waf1 en 

l’absence de p53. Les facteurs E2F, SP1, SP3, AP2, C/EBPα et β, NEUROD1, GAX, 

HOXA10, les facteurs de transcription STAT et MYOD1 répondent à différents stimuli 

pour induire l’expression du gène de p21Waf1. Les membres de la famille des Klf (Krüppel-
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like transcription factor) sont des régulateurs clefs de la prolifération et de la différenciation et 

permettent la transcription du gène de p21Waf1 indépendamment de p53. Ils se fixent aux 

boîtes GC pour activer ou inhiber l’expression de leurs gènes cibles. À la suite de dommages 

de l’ADN, l’un des membres de cette famille, KLF4, est capable d’induire l’expression de 

p21Waf1 et l’activation du point de contrôle de la transition G1/S indépendamment de p53. 

Son expression est d’ailleurs fréquemment inhibée dans les cancers gastro-intestinaux, 

colorectaux et dans le cancer de la vessie et cette inhibition est corrélée à une diminution de 

l’expression de p21Waf1 dans le cas des cancers colorectaux. Cdx2 peut également avoir un 

rôle dans la régulation du gène de p21Waf1 en absence de p53. Cdx2 est un suppresseur de 

tumeur dont l’expression est souvent inhibée dans les cancers colorectaux. Sa surexpression 

conduit à l’arrêt de la prolifération cellulaire et à la différenciation des cellules épithéliales 

intestinales. Tout comme KLF4, la diminution de son expression est corrélée à la perte 

d’expression de p21Waf1 dans ce type de cancers. En revanche, il est retrouvé fortement 

exprimé avec p21Waf1 dans les cellules tumorales hautement différenciées. La transcription 

du gène de KLF4 est activée par Cdx2 qui est lui-même régulé par APC, un autre 

suppresseur de tumeur, muté dans les cancers du côlon.

En 2007, les travaux de Reinhardt ont montré que, lors d’un stress génotoxique 

induit par le cisplatine sur des cellules mutées sur p53, la voie p38/MK2 était indispensable à 

l’arrêt du cycle cellulaire. Cette voie est activée par les voies de détection des dommages de 

l’ADN ATM/Chk2 et/ou ATR/Chk1 pour permettre l’arrêt du cycle cellulaire et la survie 

cellulaire. Lors d’un traitement génotoxique, l’absence de MK2 permettrait à la cellule de 

poursuivre son cycle en mitose conduisant à la catastrophe mitotique. Dans cette étude, la 

voie p38/MK2 permettrait la protection contre le processus de tumorigenèse en empêchant 

la catastrophe mitotique dans les cellules où p53 est inactivée.
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Figure 15 ❘ Induction de l’OIS indépendante de p53 par Ras. En l’absence 
d’une forme active de p53, la sénescence induite par l’oncogène peut être 
maintenue via l’activation de la voie p38MK2.

L’implication de p21Waf1 dans l’induction de la sénescence est largement admise. 

Son expression se fait principalement par l’activation de la transcription par p53, toutefois, 

en l'absence d’une forme fonctionnelle de p53, p21Waf1 peut être exprimée via d’autres 

facteurs de transcription. Son inactivation est, alors, également nécessaire à la progression de 

la tumorigenèse.

4. Échappement à la sénescence et inactivation de p21Waf1

L’induction de la sénescence est possible malgré l’apparition de mutations 

rendant p53 inactif. Pourtant, pour que le processus de tumorigenèse se poursuive, la cellule 

en phase de transformation doit pouvoir contrôler ce phénomène. Ce contrôle est possible à 

différents niveaux. La perte de fonction des activateurs de la transcription de CDKN1A en 

est un exemple, mais ce contrôle peut aussi s’opérer par la répression de CDKN1A. La mise 

en place du contrôle de la sénescence implique souvent le rôle d’un deuxième oncogène. Par 

exemple, la phosphorylation de Myc par Cdk2 est requise pour contrer la mise en place de la 

sénescence induite par Ras. Cdk2 interagit avec Myc au niveau des promoteurs de ses gènes 

cibles tels que Bmi1, p16Ink4a, p21Waf1 ou hTERT pour empêcher leur transcription 

(Hydbring et  al., 2010). Dans le cancer du sein, Myc est surexprimé en réponse aux 

œstrogènes et sa surexpression conduit à l’inhibition de la transcription de CDKN1A 

(Mukherjee & Conrad, 2005). Myc est aussi capable d’induire l’expression de AP4, un facteur 
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de transcription fréquemment surexprimé dans les progéniteurs de cellules du côlon et dans 

les cancers colorectaux. AP4 est capable d’inhiber la transcription de p21Waf1.

La perte d’expression de p21Waf1, son inactivation ou sa relocalisation sont des 

événements complémentaires à la perte de p53 qui permettent le blocage de la sénescence 

dans le processus de tumorigenèse. Parmi ces événements, la régulation transcriptionnelle de 

p21Waf1 est la plus décrite à l’heure actuelle. Cependant, p21Waf1 peut aussi être régulée par 

des modifications post-traductionnelles pouvant conduire à sa protéolyse ou bien à sa 

relocalisation cellulaire. Dans les cellules en division, p21Waf1 est une protéine instable avec 

un temps de demi-vie de 20 à 60 minutes. Lorsque p21Waf1 est exprimée suite aux 

dommages de l’ADN, la protéine est protégée de la dégradation par le protéasome grâce à la 

protéine Wisp39 (Waf1/Cip1 stabilizing protein 39) qui recrute Hsp90 (Jascur et  al., 2005). La 

dégradation de p21Waf1 se fait par le protéasome suite à l’activité de trois complexes 

ubiquitine ligase, SCF, CRL4 et APC/C. L’ubiquitination et la dégradation de p21Waf1 par 

ces trois complexes se fait lorsque p21Waf1 est fixée aux complexes cycline/Cdk ou à PCNA 

(Abbas et al., 2008). Il existe aussi une dégradation de p21Waf1 indépendante de l’ubiquitine 

mais cette voie n’est pas la plus courante (Li et al., 2007). Plusieurs protéines responsables de 

la dégradation de p21Waf1 sont dérégulées dans les cancers. Skp2, la protéine responsable de 

la reconnaissance de p21Waf1 dans le complexe SCF, est souvent surexprimée dans les 

cancers (Frescas & Pagano, 2008). Dans des modèles cellulaires, il a été montré que Ras et 

Raf étaient capables d’augmenter l’expression de Skp2 (Motti et al., 2007 ; Schepers et  al., 

2005) et que cette augmentation pouvait être corrélée à la perte de p21Waf1 (Mirza et  al., 

2004). De la même façon, Cdt2 – la protéine responsable de la reconnaissance de p21Waf1 

dans le complexe CRL4 – et Cul4A – une sous-unité E3 du même complexe – sont toutes 

deux retrouvées surexprimées dans les cancers.

La phosphorylation de p21Waf1 est aussi responsable de sa stabilisation et de sa 

localisation. Nous avons vu que la localisation cytoplasmique de p21Waf1 était responsable 

de son activité anti-apoptotique et oncogénique. Sa localisation cytoplasmique est observée 

dans certains cancers et est signe de mauvais pronostic. Parmi les sites de modification de 

p21Waf1, le résidu le mieux caractérisé à ce jour est la thréonine 145, cible de la kinase Akt. 

Sa phosphorylation résulte en la perte de l'interaction de p21Waf1 avec PCNA ainsi que sa 

relocalisation dans le cytoplasme. Des phosphorylations sur les sérines 146 et 160 ont aussi 

été observées, elles conduiraient, comme la phosphorylation de T145, à la perte de 
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l'interaction p21Waf1/PCNA mais pas à la relocalisation de la protéine. La thréonine 57 et la 

sérine 130 sont des sites de fixation des Cdk. Elles peuvent être phosphorylées par les 

kinases p38α et Jnk1 pour empêcher l’inhibition des complexes cycline/Cdk (figure 10). Ces 

événements de phosphorylation peuvent donc également être dérégulés dans les tumeurs 

pour permettre l’échappement.

Tous ces mécanismes sont responsables de l’inhibition de la sénescence dans des 

cellules soumises à un stress oncogénique. Les voies de détection de ce stress peuvent 

également être touchées par l’apparition de mutations sur les gènes des protéines qui les 

composent.
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Chapitre V : Mécanismes de la transition épithélio-
mésenchymateuse

La transition épithélio-mésenchymateuse (EMT) est le processus durant lequel a 

lieu des changements morphologiques caractéristiques dans des cellules épithéliales, leur 

permettant d’acquérir les propriétés de cellules mésenchymateuses. Les mécanismes 

physiologiques permettant ce phénomène se produisent au cours de l’embryogenèse. Les 

cellules épithéliales établissent un contact étroit entre elles et présentent un axe de polarité 

apicobasal permettant l’arrangement de leurs différents types de jonctions. Le rôle des 

cellules épithéliales est de former une barrière étanche entre les tissus grâce aux jonctions 

serrées qui empêchent le passage de molécules par voie intercellulaire, tout en permettant la 

communication entre les cellules par les jonctions communicantes. La troisième catégorie de 

jonction assurent l’adhésion cellulaire et le maintien de la forme des cellules. À l’inverse, les 

cellules mésenchymateuses ne sont pas capables de s’organiser dans une matrice 

tridimensionnelle. Elles perdent leur polarité et établissent rarement de contact direct avec 

leurs cellules voisines.

Les commutations qui ont lieu entre les programmes de différenciation 

épithéliales et mésenchymateuses servent à la production de cellules spécifiques capables de 

migrer ainsi qu’à la formation de la couche de cellules mésodermiques et à sa différenciation 

en tissus ou organes spécifiques tels que le muscle, la peau ou le rein. L’apparition de ces 

caractéristiques est nécessaire au développement embryonnaire. Cependant, le fait que 

l’EMT confère aux cellules la possibilité de migrer à travers la matrice extracellulaire en fait 

aussi un processus acteur de la progression tumorale. En effet, ce processus est réactivé lors 

de la tumorigenèse pour permettre l’invasion métastatique. L’EMT semble aussi être 

responsable de l’échappement des cellules au processus de réponse anti-tumorale lors d’un 

stress oncogénique.
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Figure 16 ❘ Caractéristiques moléculaires généraux de l’EMT. Les cellules 
épithéliales et mésenchymateuses sont représentées schématiquement. Les 
différences moléculaires entre ces deux types cellulaires ont été groupées en 4 
catégories : la nature du contact entre les cellules, la nature du cytosquelette, la 
synthèse de la matrice extracellulaire et l’expression des protéases.

Dans ce chapitre, nous décrirons les mécanismes de la transition épithélio-

mésenchymateuse au cours du développement embryonnaire, puis nous nous intéresserons à 

son rôle dans la progression et l’agressivité tumorale.

A. Rôle de l’EMT dans le développement embryonnaire, mécanismes généraux

Au cours du développement embryonnaire précoce, s'opèrent des 

interconversions entre l’épithélium et le mésenchyme. Chez les mammifères, le premier 

événement de transition est une MET (Mesenchymal-Epithelial Transition). Elle a lieu durant la 

période précédant l’implantation de l’embryon avec la formation du trophectoderme. La 

première EMT s’opère lors de la gastrulation avec la formation du mésoderme. Les 

structures des jonctions adhérentes et des desmosomes sont notamment composées des 

cadhérines et des protéines de la famille des Armadillo qui permettent l’agencement de la 

plate-forme corticale nécessaire aux protéines du cytosquelette. Ces composants sont 

associés à l’actine et permettent l’organisation des filaments intermédiaires au niveau de la 

membrane plasmique.
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Dans le chapitre qui suit, nous allons brièvement décrire les mécanismes 

moléculaires conduisant à ces transitions, puis nous nous intéresserons à l’implication de 

l’EMT dans la progression tumorale.

1. Le premier événement morphogénétique : la formation du trophectoderme

Les premières divisions ayant lieu au début du développement embryonnaire sont 

très rapides c’est la phase de segmentation. Au stade huit cellules, les blastomères – cellules 

qui composent l’embryon à ce stade – sont très similaires. Après la division suivante – stade 

seize cellules –, les cellules qui se trouvent en périphérie s’écrasent progressivement et 

deviennent polarisées. Tous les types de jonctions apparaissent à ce moment-là et ces 

quelques cellules deviennent le premier épithélium embryonnaire appelé trophectoderme.

Figure 17 ❘ Organisation des cellules épithéliales. Les principales 
caractéristiques des cellules épithéliales sont : l’adhésion intercellulaire par 
différents types de jonctions (serrées, adhérentes, desmosomes, gap), la 
polarisation cellulaire définie par l’existence de différents types de membrane 
(apicale, latérale, basale) et l’adhésion à la matrice par des complexes localisés 
uniquement sur la région basale de la cellule (hémidesmosomes et contacts focaux).

a. L’adhésion cellulaire

Les E-cadhérines sont des molécules d'adhésion qui apparaissent très tôt dans le 

développement. Leur production commence dès la fin du stade deux cellules pour lier les 

blastomères entre eux. Les E-cadhérines sont ensuite redistribuées et concentrées sur la 

future membrane basolatérale des blastomères à la périphérie de la future morula compacte 

(Hyafil et al., 1980 ; Ziomek & Johnson, 1980). Au stade 16 cellules, la quantité d’E-

cadhérines sur la membrane basolatérale augmente et l’adhésion entre les cellules devient 
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plus serrée. L’extinction de CDH1, le gène de l’E-cadhérine chez la souris est létale, les 

embryons ne peuvent pas former un épithélium fonctionnel et meurent après l'implantation, 

montrant ainsi l’importance des protéines d’adhésion (Peyrieras et al., 1983).

b. La polarisation cellulaire

La polarisation se fait après le premier contact des cellules entre elles. Les 

protéines sont alors réparties sur les différents côtés des cellules selon leurs fonctions. Les 

principales protéines impliquées dans l’adhésion cellulaire au stade deux cellules sont les 

protéines du complexe cadhérine-caténine. Au stade huit cellules non-compactées, les 

membranes des blastomères sont associées entre elles par les jonctions gap qui permettent 

l’échange d’ions et de petites molécules entre les cellules de la couche épithéliale. En 

parallèles, les E-cadhérines et ZO-1 (Tight Junction Protein ZO-1) sont recrutées au niveau des 

jonctions adhérentes et serrées au niveau de la membrane basolatérale. La partie N-terminale 

de la protéine ZO-1 serait impliquée dans la transduction du signal requis pour l’assemblage 

des jonctions serrées alors que la partie C-terminale aurait des propriétés spécifiques de 

jonctions serrées. Les endosomes s’accumulent au niveau de la future membrane apicale et 

une réorganisation de l’actine cytoplasmique et corticale ainsi que des microtubules est 

observée au niveau des microvillosités. La cinguline est recrutée au niveau des jonctions 

serrées au stade 16 cellules. Elle est localisée dans le cytoplasme au niveau des jonctions 

serrées et est capable d’interagir avec ZO-1 (D'Atri et al., 2002). Puis les jonctions adhésives 

fonctionnelles sont dispersées le long des membranes basolatérales afin de renforcer 

l’adhésion cellulaire. L’EGFR est également relocalisé au niveau de la membrane basolatérale 

(Dardik et al., 1992).

c. Acquisition des fonctions de l’épithélium

Les jonctions serrées deviennent fonctionnelles au stade 32 cellules du 

développement. De nombreux desmosomes sont alors présents au niveau des côtés baso-

latéraux des cellules. Ces desmosomes sont composés des desmogleins, qui font partie de la 

famille des cadhérines et qui sont responsables de l’adhésion dépendante du calcium, et des 

desmoplakins, qui sont des protéines du cytosquelette permettant l’ancrage des filaments 

intermédiaires à la membrane plasmique. La taille du blastocyte continue à augmenter grâce à 

l’activité des cellules du trophectoderme puis l’embryon s’implante dans l’utérus.
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Après la formation de la première structure épithéliale, la progression du 

développement embryonnaire nécessite l’intervention d’un autre processus, l’EMT. S’en suit 

alors la naissance de la première architecture mésenchymateuse, appelée le mésoderme. 

2. L’EMT, une deuxième transition nécessaire au développement

Trois EMT ont lieu durant l’embryogenèse. Lors de ces transitions, différents 

organes se forment. La première EMT permet la formation de l’endoderme pariétal, de la 

ligne primitive et de la crête neurale. Ensuite, en fonction de leur localisation au sein de 

l’embryon, les cellules du mésoderme se condensent en différentes structures épithéliales 

transitoires (Thiery et al., 2009). Ces structures transitoires font l’objet d’une deuxième EMT 

conduisant à la génération de cellules mésenchymateuses qui, par la suite, se différencieront 

en types cellulaires spécifiques. Au niveau des cellules des tissus endodermiques, comme les 

bourgeons endodermiques du pancréas ou les diverticules du foie, les changements 

morphologiques induit par cette deuxième EMT conduisent à une dissociation des cellules 

endocrines ou des hépatoblastes de leur épithélium d’origine. Un exemple d’implication de 

l’EMT tertiaire peut être la formation des coussins mésenchymatiques à l’origine des valves 

cardiaques (Thiery et al., 2009).

a. Régulation moléculaire de l’EMT

La régulation moléculaire des événements impliqués dans l’EMT a été étudiée 

dans différents organismes. De nombreux gènes impliqués dans l’adhésion cellulaire, la 

différenciation mésenchymateuse, la migration cellulaire, et l’invasion voient leur expression 

transcriptionnelle varier au cours de l’EMT. Tous ces phénomènes sont responsables du 

déroulement de l’embryogenèse mais sont également impliqués dans l’invasion tissulaire et 

l’apparition de métastases lors de la tumorigenèse.

La perte de l’expression de l’E-cadhérine est considérée comme un marqueur 

robuste de l’EMT. L’identification du promoteur de son gène a montré la présence 

d’éléments E-Box, en cause dans la régulation négative de l’expression des E-cadhérines 

dans les cellules mésenchymateuses (Giroldi et al., 1997 ; Hennig et al., 1995). Plusieurs 

facteurs de transcription tels que les facteurs bHLH comme E12/E47, Twist1 et 2, ou des 

facteurs de transcription, dit à doigts de zinc (zing-finger) comme ceux de la famille de Snail, 

de Zeb sont capables d’inhiber l’expression du promoteur (Batlle et al., 2000 ; Cano et  al., 
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2000 ; Comijn et al., 2001 ; Eger et  al., 2005 ; Hajra et al., 2002 ; Perez-Moreno et al., 2001 ; 

Yang et  al., 2004). Le premier à avoir été découvert fût le facteur Snail (Batlle et  al., 2000 ; 

Cano et  al., 2000). À la suite de cette découverte, d’autres facteurs à doigts de zinc, tels que 

Slug, Zeb1 et Zeb2, furent décrits comme étant responsables de la répression du promoteur 

de l’E-cadhérine et de la dissociation des cellules entre elles au cours de l’EMT (Comijn et al., 

2001 ; Eger et al., 2005 ; Hajra et  al., 2002). Zeb1, Snail et Slug sont également impliqués dans 

la régulation de l’expression de facteurs de polarité tels que Crumbs3 et Lgl2 (Aigner et al., 

2007 ; Spaderna et al., 2008). L’importance de ces facteurs a été montrée dans plusieurs 

organismes, par exemple, chez la mouche et la souris, Snail et Slug sont indispensables à la 

formation du mésoderme (Carver et al., 2001). Chez le xénope et le poulet, ils sont 

nécessaires à formation de la crête neurale (Nieto, 2002). D’autres facteurs que les protéines 

zinc-finger peuvent se fixer et inhiber le promoteur de l’E-cadhérine au niveau des éléments E-

Box. Les facteurs bHLH tels que Twist1, Foxc2 ou Gooscoid sont capables d’inhiber, 

directement ou indirectement, le promoteur de l’E-cadhérine au cours de l’EMT. Twist1 est 

également capable d’induire une EMT dans des cellules épithéliales mammaires humaines 

(Yang et al., 2004). La disparition des molécules d’E-cadhérine au niveau des jonctions 

adhérentes peut également être la conséquence de la perte d’un partenaire 

intracytoplasmique, la β-caténine. La β-caténine contribue à la fonction des jonctions 

adhérentes par son association à l’E-cadhérine. Mais elle peut, aussi, transloquer dans le 

noyau et activer la transcription des gènes de Slug ou Twist1 et ainsi activer l’EMT (Conacci-

Sorrell et al., 2003 ; Onder et al., 2008).

La perte de la polarité est une phase critique de l’EMT. Elle est notamment 

régulée par les complexes Par et Crumbs au niveau des jonctions serrées. Les facteurs de 

transcription Snail et Zeb1 inhibent l’expression des gènes codant pour les protéines 

formant ces complexes, altérant ainsi la polarité des cellules en empêchant la localisation des 

complexes Par et Crumbs (Spaderna et al., 2008 ; Whiteman et al., 2008).

Snail et Zeb sont également capables d’induire l’expression de métalloprotéases 

responsables de la dégradation de l’attachement de la membrane, favorisant l’évasion. Il est 

intéressant de noter que les ROS sont capables d’activer l’expression de Snail ainsi que de 

MMP3 (Metalloproteinase 3) pour conduire à l’EMT (Radisky et al., 2005). En effet, les ROS 

sont très souvent exprimés au cours de la progression tumorale, et le fait qu’ils soient 

capables d’induire l’EMT appuie l’idée de l’implication de ce processus dans la 
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cancérogenèse. MMP13 (Metalloproteinase 13) peut déclencher l’EMT à la suite d’une forte 

induction de FGF1 (Billottet et al., 2008). La protéase transmembranaire TMPRSS4 est 

fortement exprimée à la surface des cellules cancéreuses gastriques, de pancréas et de colon. 

Sa surexpression dans les cellules SW480, issues d’une lignée de carcinome de colon, conduit 

à la diminution d’expression de l’E-cadhérine par Zeb2 et à l’apparition de métastases chez la 

souris nude (Jung et al., 2008).

Toutes ces données montrent l’importance de la dynamique de communication 

entre les molécules permettant l’adhésion cellulaire et la régulation de l’expression des gènes 

impliqués dans le programme d’EMT. Plusieurs voies de signalisation sont responsables de 

cette régulation et de la progression du développement embryonnaire, notamment les voies 

de TGF-β, de Notch ou de Wnt (figure 18). Nous allons principalement nous concentrer sur 

la voie de Notch car c’est celle que nous avons étudié au cours de ce travail.

Figure 18 ❘ Réseau moléculaire des voies de signalisation impliquées dans 
l’EMT. Dans les cellules tumorales, les voies TGF-β, Wnt et les voies sous-
jacentes à différents récepteurs à tyrosine kinase (RTK) tels que le FGFR, l’EGFR, 
le PDGFR ou le HGFR peuvent conduire à l’activation des facteurs de 
transcription responsables de l’induction de l’EMT. Les ROS produits au cours du 
stress oncogénique, peuvent également activer l’EMT via l’expression de Snail. 
Snail et Slug inhibent directement la transcription de l’E-cadhérine alors que Twist, 
Goosecoid et Foxc2 conduisent à l’apparition des caractères mésenchymateux. Les 
inducteurs spécifiques de la migration et de l’invasion au cours de l’EMT ne sont 
pas encore bien connus.
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La voie de Notch est très impliquée dans la modulation de l’EMT au cours de 

l'embryogenèse mais contrairement aux voies de Wnt et du TGF-β, elle n’est pas impliquée 

dans toutes les EMT qui se produisent au cours de l’embryogenèse. Chez la grenouille et le 

poulet, elle régule la formation de la crête neurale via l’expression des protéines de la famille 

BMP (Bone Morphogenetic Protein) (Cornell & Eisen, 2005). Notch peut être responsable de 

l’induction de l’EMT dans la formation de la valve cardiaque mais également en culture, dans 

des cellules épithéliales de glandes mammaires, de tubules de rein et d’épiderme 

(Timmerman et al., 2004). Chez la souris et le poisson-zèbre, l’absence d’acteurs de la voie de 

Notch empêche l’induction de l’EMT des cellules endocardiques en maintenant l’adhésion 

des cellules entre elles. De plus, dans les cellules épithéliales de glandes mammaires, de 

tubules de rein et d’épiderme, des protéines impliquées dans la voie de Notch, telles que l’un 

de ces ligands, Jagged 1 ou l’une de ces cibles, Hey1, peuvent être induites par le facteur de 

transcription Smad3 lors de l’activation du TGF-β (Zavadil et al., 2004). La voie de Notch est 

importante dans la régulation de l’embryogenèse, cependant il est probable qu’elle ne soit 

pas suffisante et qu’elle requière l’activation d’autres voies afin d’induire l’EMT (Yang & 

Weinberg, 2008).

B. Rôle de l’EMT dans la tumorigenèse

1. L’EMT induit le processus métastatique

La perte d’expression des molécules d’adhésion, la perte de polarisation, la 

modification du cytosquelette des cellules ayant subies une EMT, sont des événements qui 

permettent la migration cellulaire au cours du développement embryonnaire. Cependant, une 

fois réactivés lors de la tumorigenèse, ces événements peuvent aussi jouer un rôle important 

dans la migration des cellules lors de la dissémination métastatique. L’EMT est accompagnée 

de la perte de contact entre les cellules et l’acquisition de propriétés de migration et de 

motilité.

Nous avons vu l’importance des E-cadhérines dans le maintien de l’adhésion 

cellulaire au cours du développement. Cet attribut en fait une protéine importante dans la 

cohésion des cellules et la perte de son expression est l’événement le plus caractéristique de 

l’EMT. En effet, la perte de l’expression de ces molécules est très souvent associée à la 

progression des carcinomes et reflète un mauvais pronostic dans plusieurs types de tumeurs 
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(Vincent-Salomon & Thiery, 2003). De plus, que ce soit dans le modèle murin ou bien dans 

des lignées cellulaires humaines, une surexpression d’E-cadhérine dans des cellules de 

carcinome empêche leur pouvoir invasif. La perte d’expression d’E-cadhérine dans les 

cancers s’observe de manière précoce, conduisant les tumeurs à présenter un phénotype de 

cellules mésenchymateuses très tôt au cours de leur développement pour permettre 

l’invasion tissulaire. Nous l’avons vu, l’expression de cette glycoprotéine peut être inhibée 

par différents types de facteurs de transcription. Les jonctions adhérentes peuvent aussi être 

inhibées par des modifications post-traductionnelles sur les E-cadhérines suite à l’activation 

de différentes protéines kinases telles que Met et Src. Ces protéines phosphorylent à la fois la 

β-caténine et le court domaine cytoplasmique des E-cadhérines. La β-caténine et les E-

cadhérines sont, par la suite, ubiquitinylées par la E3-ligase Hakai puis dégradées par le 

protéasome (Fujita et al., 2002 ; Pece & Gutkind, 2002).

Les tumeurs observées ne sont pas homogènes, et l’expression de l’E-cadhérine 

en leur sein non plus. Certaines zones d’une tumeur contiennent des cellules exprimant les 

E-cadhérines alors que dans d’autres zones, les cellules n’expriment plus ces molécules. De 

plus, les cellules s’étant détachées de la tumeur primitive et ayant colonisé d’autres tissus 

expriment, à nouveau, des E-cadhérines. Ces observations suggèrent qu’après leur 

dissémination, les cellules métastatiques recouvrent des propriétés de cellules épithéliales et 

que les mécanismes qui contrôlent la transcription et les modifications post-traductionnelles 

des E-cadhérines ne sont pas des événements génétiques irréversibles (Yang & Weinberg, 

2008). C’est le processus de transition mésenchymateux-épithélial (MET).

De nombreux facteurs de transcription impliqués dans l’induction de l’EMT sont 

associés à l’invasion métastatique et souvent réactivés dans les cellules tumorales. Par 

exemple, les protéines Twist et en particulier Twist1 qui est surexprimée dans de nombreux 

types de carcinomes tels que des sarcomes, des gliomes, des neuroblastomes et des 

mélanomes.

1. Implication de l’EMT dans la transformation initiale et la régulation de la 
sénescence

L’EMT a souvent été associée à un stade tardif d’adénome (Entz-Werle et al., 

2005 ; Hoek et  al., 2004 ; Kwok et  al., 2005 ; Mironchik et al., 2005 ; Ohuchida et  al., 2007 ; 

Valsesia-Wittmann et al., 2004 ; Yang et al., 2004 ; Zhang et al., 2007). Par exemple, en plus de 
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leur rôle d’activation de l’EMT, les protéines Twist sont nécessaires à l’oncogène N-Myc 

pour induire la progression tumorale. Par exemple Twist est capable d’empêcher l’apoptose 

induite par Myc dans les neuroblastomes (Puisieux et  al., 2006). Ces protéines sont également 

responsables de l’inhibition de la voie ARF/p53 dans les neuroblastomes qui surexpriment 

N-Myc (Valsesia-Wittmann et al., 2004). De la même manière, elles coopèrent avec Ras dans 

la transformation de fibroblastes embryonnaires murins, en effet, l’équipe de Puisieux a 

montré que l’EMT était capable de contribuer à la transformation cellulaire initiale (Ansieau 

et al., 2008). Au cours de leur étude, ils ont observé que de nombreux cancers surexprimaient 

Twist1 ou Twist2 ou les deux à la fois et que ces protéines permettaient d’outrepasser la 

sénescence précoce induite par l’oncogène en inhibant les voies de réponse dépendant de 

p53 et Rb. Ils ont également montré que Twist1 et Twist2 coopéraient avec Ras dans la 

transformation de fibroblastes et que ces mêmes protéines permettaient, avec Ras ou ErbB2, 

de conduire à une EMT complète. Ces travaux suggèrent un lien direct entre l’échappement 

précoce au programme de protection contre la tumorigenèse et l’acquisition des caractères 

invasifs par les cellules cancéreuses.

Twist permet également d’outrepasser la sénescence via l’inhibition de p14ARF 

dans des cellules épithéliales de la prostate (Kwok et al., 2007). En effet, la suppression de 

Twist dans ces cellules conduit à l’induction de la sénescence et à l’arrêt du cycle cellulaire. 

Au contraire, la surexpression de Twist inhibe l’expression de p14ARF et empêche la 

sénescence en réponse à un stress génotoxique et induit la prolifération cellulaire conduisant 

à l’accumulation des cassures de l’ADN. Ces observations amènent à considérer Twist 

comme un promoteur de la tumorigenèse et de l’instabilité génomique. Il a également été 

observé une corrélation inverse entre le niveau d’expression de Twist et celui de p53 dans les 

cancers gastriques et cette variation d’expression serait due à une régulation 

transcriptionnelle du gène de p53 par Twist (Feng et al., 2009).

La surexpression de Twist empêche également l’expression de p21Waf1 et de p53 

à la suite d’un stress génotoxique dans différentes lignées cellulaires (Li et al., 2009 ; Valsesia-

Wittmann et  al., 2004 ; Vichalkovski et al., 2010). En plus de la régulation indirecte de p53 par 

p14ARF ou de la régulation de sa transcription, Twist peut directement interagir avec p53 et 

inhiber sa liaison à l’ADN (Shiota et al., 2008).

Un autre régulateur de l’EMT peut être impliqué dans la suppression de la 

sénescence, le facteur Zeb1 (Liu et  al., 2008). La suppression du gène Zeb1 dans les 
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fibroblastes embryogéniques de souris induit une MET et une sénescence prématurée par la 

liaison directe et l’inhibition des promoteurs de CDKN1A et INK4B. Il a été montré que la 

surexpression de l’EGFR associée à une mutation de p53 conduisait certaines cellules 

épithéliales de l’œsophage à devenir sensibles à l’EMT au cours de la transformation 

cellulaire. Ces cellules ayant échappé à la sénescence induite par la surexpression de l’EGFR 

avaient augmenté leur expression des facteurs Zeb1 et Zeb2 et étaient alors capables 

d’induire une EMT en présence de TGF-β. Dans cette étude, les auteurs ont montré que 

l’inhibition de l’expression de Zeb conduisait à l’expression de p15Ink4b et de p16Ink4a et à 

la restauration de la sénescence induite par la surexpression de l’EGFR (Ohashi et al., 2010). 

Dans cette étude, l’inhibition de la sénescence est dépendante de Zeb et permet aux cellules 

de devenir compétentes pour l’induction d’une EMT. Il semblerait, dans ce cas, que le 

processus d’EMT ne soit pas directement responsable de l’échappement à la sénescence et 

qu’elle soit seulement un phénomène se déroulant en parallèle mais dont les acteurs sont 

responsables de l’échappement observé.

Snail, un autre acteur de l’EMT, peut lui être impliqué dans la dérégulation du 

cycle cellulaire. En effet, dans des cellules épithéliales canines, Snail inhibe le cycle cellulaire 

en induisant l’expression de p21Waf1 (Vega et al., 2004). Dans les cellules HepG2, Snail 

induit l’arrêt du cycle cellulaire via l’expression de p15Ink4b (Hu et al., 2008). Toutefois, 

associé à l’expression d’un oncogène, Snail peut avoir un rôle de protection contre 

l’inhibition de la tumorigenèse. Par exemple, Snail empêche l’expression de p21Waf1 induite 

par la transformation par E2A (Takahashi et al., 2004). La surexpression de Zeb2 est 

également capable de diminuer la prolifération via l’inhibition de la cycline D1 (Mejlvang et 

al., 2007).

Notons que certaines protéines impliquées dans la sénescence sont capables 

d’inhiber l’induction d’une l’EMT. C’est le cas notamment de p21Waf1 qui est inhibée lors 

de l’EMT induite par RasV12 dans des cellules du sein, ou bien qui ralentie la vitesse de 

formation des tumeurs dans les souris exprimant RasV12 (Liu et al., 2009). Ces observations 

suggèrent que p21Waf1 joue un rôle dans l’EMT à la fois in vitro et in vivo. Son rôle reste à 

déterminer. De la même manière, p53 est capable d’inhiber le facteur Slug (Wang et  al., 

2009b). Il a aussi été observé qu’une diminution de l’expression de Rb induisait l’EMT alors 

que sa surexpression bloquait la répression du gène de l’E-cadhérine par la liaison directe 

avec le promoteur de CDH1 (Arima et al., 2008 ; Batsche et al., 1998).
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Toutes ces observations amènent à s'interroger sur rôle de l’EMT dans 

l’inhibition de la sénescence. En effet, si certains inducteurs de l’EMT sont capables 

d’inhiber les protéines impliquées dans la sénescence, la transition épithélio-

mésenchymateuse est-elle directement responsable de l’inhibition de la sénescence ou bien 

est-elle un phénomène se déroulant en parallèle du processus de sénescence ? Il serait 

intéressant de savoir si l’E-cadhérine possède un rôle direct dans la régulation de la 

sénescence. De récentes études ont montré l’importance du SAPS (Senescence-Associated 

Secretory Phenotype) dans l’échappement à la sénescence. Il serait également intéressant 

d’appréhender l’implication des inducteurs de l’EMT dans la régulation du sécrétome 

inflammatoire et dans la régulation du SAPS.

C. Implication de la protéine Notch dans l’EMT

La voie de Notch est directement impliquée dans la régulation de l’EMT. Cette 

propriété lui confère un rôle dans la tumorigenèse.

1. Les protéines Notch

a. Historique et description

En 1917, l’équipe de Morgan décrit une particularité de l’aile chez la Drosophile. 

Certaines mouches possédaient des ailes dont les bords présentaient des entailles (Morgan, 

1917). Cette particularité fût attribuée à une haplo-insuffisance due à une mutation sur le 

gène codant pour une protéine qui fût appelée Notch (traduction du mot ‘entaille’) par la 

suite (Kidd et al., 1986 ; Wharton et al., 1985). Les protéines de la famille de Notch sont des 

protéines transmembranaires dont le domaine extramembranaire possède de nombreuses 

répétitions EGF-like reconnues par le ligand, ainsi que trois répétitions riches en cystéines – 

appelées répétitions LN pour Notch/Lin12 – empêchant l’activation de la signalisation en 

l’absence d’un ligand. Le domaine intracytoplasmique de Notch possède un domaine RAM, 

six répétitions ankinrins, deux signaux de localisation nucléaire, un domaine de 

transactivation et une séquence PEST. Chez les mammifères, la famille Notch est composée 

de 4 protéines, Notch1, Notch2, Notch3 et Notch4. Lors de leur activation par l’un de leurs 

ligands – Delta ou Jagged chez la Drosophile et DLL1, 3, 4 ou Jag1 et 2 chez l’Homme – les 
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protéines Notch sont clivées et la partie intracellulaire est transloquée dans le noyau 

(Artavanis-Tsakonas et al., 1999 ; Kadesch, 2000).

b. Activation de la voie de Notch

Figure 19 ❘ Schéma simplifié de la voie de signalisation de Notch. La voie de 
signalisation de Notch est principalement régulée par protéolyse. Après sa 
traduction, Notch subi un premier clivage au niveau du site S1 par PC5 et la Furin, 
puis ses deux formes clivées sont acheminées à la membrane cytoplasmique sous 
forme d’hétérodimère. Notch est activé, de manière juxtacrine, grâce à la liaison à 
l’un de ces ligands. Cette liaison conduit au clivage du site S2 par les 
métalloprotéases ADAM, puis à un troisième clivage effectué par la γ-sécrétase en 
S3, au niveau du domaine intracellulaire de Notch. Le domaine intracellulaire de 
Notch (NICD) transloque alors dans le noyau où il transforme le signal répresseur 
de la transcription du complexe CSL (CBF1/RBPjκ/Su(H)/Lag-1) en signal 
activateur par le recrutement de coactivateurs et notamment de la protéine 
Mastermind (MAM) (Radtke & Raj, 2003).

La signalisation de Notch est initiée par l'interaction entre le récepteur et son 

ligand entre deux cellules voisines. S’en suit alors deux protéolyses successives, la première 

est induite par la métalloprotéase ADAM17 et a lieu à l’extérieure de la cellule, le deuxième 
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clivage est opéré par l’activité γ-sécrétase de la presenilin et a lieu au niveau de la membrane 

cytoplasmique à l’intérieure de la cellule. À la suite de ce deuxième clivage, la partie 

intracellulaire de Notch – NICD (Notch Intracellular Domain) – est libérée et transloque dans le 

noyau pour venir se fixer au complexe de transcription CSL (CBF1/Su(H)/Lag2) et changer 

son statut de répresseur de la transcription en activateur (Hsieh et al., 1996 ; Lai, 2002). CSL 

active alors ses gènes cibles à l’aide de co-activacteurs comme les protéines MAML qui 

permettent le recrutement de CBP/p300 pour l’activation de la transcription (Figure 19) 

(Fryer et al., 2002 ; Kurooka & Honjo, 2000 ; Oswald et al., 2001 ; Zhou et al., 2000).

c. Fonctions de Notch

La signalisation de Notch est impliquée dans le maintien des caractéristiques de 

cellules souches, dans la décision du destin cellulaire, dans la prolifération cellulaire et dans 

l’apoptose. La réponse de la cellule à l’activation de Notch dépend du type cellulaire et de la 

voie de signalisation qui a dirigé cette activation.

Nous allons brièvement décrire les fonctions normales de Notch avant de nous 

intéresser plus particulièrement à ses fonctions dans la tumorigenèse.

✦ Maintenance de l’état non différencié

Dans le système nerveux des vertébrés, la voie de Notch permet de réguler la 

balance entre les cellules progénitrices indifférenciées et les cellules différenciées qui en 

découlent (Lewis, 1996 ; 1998). La surexpression de NICD ou du ligand de Notch, Jag1, 

permet le maintien du phénotype de cellules souches chez le poulet et la grenouille 

(Henrique et al., 1997) et l’augmentation du taux de cellules souches dans une culture de 

cellules hématopoïétiques (Jones et al., 1998 ; Varnum-Finney et al., 1998).

✦ Décision du destin cellulaire

Notch participe à la décision du destin cellulaire des cellules lors du 

développement. En fonction de leur localisation dans l’embryon, les cellules prennent un 

chemin de différenciation différent. Au cours du développement de la drosophile, dans le 

système nerveux, les cellules progénitrices expriment, initialement, à la fois Notch et ses 

ligands. Au fur et à mesure de la différenciation, par des mécanismes encore mal connus, la 

concentration de ces protéines commence à différer entre les cellules voisines pour que, 

finalement, les cellules n’expriment plus que le récepteur ou son ligand. Les cellules ayant 
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hérité de Notch deviendront des cellules épidermiques alors que les cellules exprimant les 

ligands deviendront des neurones (Robey et al., 1996).

✦ Différenciation terminale

L’expression de Notch permet la différenciation finale des cellules, mais est aussi 

responsable de la détermination du destin cellulaire de manière précoce. Dans les cellules de 

peau chez l’Homme, DLL1 induit le programme de différenciation terminal. Chez la souris, 

DLL n’est pas exprimé, c’est Jag qui induit l’expression des marqueurs de différenciation et 

l’arrêt du cycle cellulaire par l’expression de p21Waf1 (Rangarajan et al., 2001b).

Figure 20 ❘ Fonctions de Notch. A. La voie de Notch permet le maintien de 
cellules souches ou de précurseurs à un stade indifférencié. B. La voie de Notch 
influence la décision binaire du destin cellulaire par signalisation latérale ou 
inductive. Au cours de la signalisation latérale, les cellules expriment autant de 
Notch (N) que de ligands (L), puis, finissent par exprimer seulement l’une ou 
l’autre des molécules selon le signal reçu. Quant au mode de signalisation inductive, 
il  se produit entre deux cellules différentes. Un précurseur bipotentiel est destiné à 
se différencier en type cellulaire particulier selon l’activation de la signalisation de 
Notch (exemple A) ou le défaut de cette signalisation (exemple B). C. Une 
troisième propriété de Notch est sa capacité à influencer la différenciation et la 
progression du cycle cellulaire. L’activation de la voie de Notch entre deux cellules 
au stade de développement peut initier la différenciation terminale et induire l’arrêt 
du cycle cellulaire (Radtke & Raj, 2003).
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2. Fonction oncogéniques de Notch

L’implication de Notch dans le développement tumoral a été initialement décrit 

dans les leucémies lymphoblastiques aiguës dans lesquelles une translocation 

chromosomique conduisait à la fusion du promoteur du gène TCRβ avec la partie C-Ter – 

contenant les répétitions EGF-like – de Notch1. L’expression de la forme tronquée de 

Notch1, correspondant à la forme NICD activatrice de la transcription, est impliquée dans le 

développement de la leucémie T-ALL chez l’Homme (Ellisen et al., 1991).

La voie de Notch est aussi activée dans des tumeurs épithéliales, notamment dans 

le cancer du sein à la suite de la transformation par Ras (Weijzen et  al., 2002). Il a récemment 

été montré que l’augmentation de l’expression de Notch3 dans les tumeurs du sein contribue 

à l’apparition de métastases osseuses déclenchée par la sécrétion de TGF-β par les 

ostéoblastes (Zhang et al., 2010). Dans cette étude, il a été mis en évidence que l’extinction 

de Notch3 par siRNA empêchait la formation de colonies en agarose dépendante de TGF-β, 

et diminuait l’expression du régulateur de l’EMT, Snail, ainsi que de la vimentine et de la 

fibronectine, deux marqueurs de cellules mésenchymateuses. Notch3 contribuerait à 

l’apparition des métastases osseuses en induisant l’EMT dans les cellules du cancer du sein.

Bien que Notch contribue au processus oncogénique, il nécessite l’activation d’un 

partenaire pour favoriser le développement tumoral. Ces partenaires peuvent être EA1 

(Capobianco et al., 1997), les protéines E6 et E7 du papillomavirus humain (Rangarajan et al., 

2001a), Myc (Girard et al., 1996), SV40T (Bocchetta et al., 2003) ou encore l’oncogène Ras 

(Fitzgerald et al., 2000). La contribution de Notch à la tumorigenèse passerait par l’activation 

indirecte de la PI3K (Rangarajan et al., 2001a), de ERB2 (Chen et al., 1997) ou de NF-κB 

(Oswald et al., 1998). Les mécanismes d’activation de la PI3K par Notch1 ne sont pas bien 

connus. En revanche, les promoteurs de ERB2 et de NF-κB contiennent des sites de liaison 

à CSL qui sont très probablement impliqués dans l’activation du gène par N1ICD.

Le développement tumoral nécessite la coopération de plusieurs oncogènes. On 

peut donc imaginer que Notch coopère avec un autre oncogène et que ce dernier serait 

responsable de l’initiation tumorale alors que la voie de Notch permettrait, par exemple, 

l’échappement aux voies de mort, l’invasion tissulaire ou la dissémination métastatique.
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D. L’EMT confère des propriétés de cellules souches

Des études suggèrent que les cellules ayant subi une EMT acquièrent les 

propriétés de cellules souches (Morel et  al., 2008). Le niveau d’expression des marqueurs 

CD24 et CD44 à la surface des cellules permet de déterminer la présence de ce type de 

cellules dans une population cellulaire. Une faible expression de CD24 associée à une 

expression élevée de CD44 indique un phénotype de cellules souches normales ou 

cancéreuses. Ce phénotype a d'abord été observé dans les cancers du sein (Al-Hajj et al., 

2003 ; Sleeman et al., 2006). Une étude menée par l’équipe de Weinberg sur des cellules 

épithéliales mammaires transformées mais non cancéreuses a montré que l’induction d’une 

EMT par l’expression des facteurs de transcription Twist ou Snail conduisait à l’apparition de 

ce phénotype de cellules souches. En plus d’une apparence de cellules mésenchymateuses 

(diminution de l’expression des E-cadhérines et surexpression des N-cadhérines, de la 

vimentine, de la fibronectine et des facteurs de transcription Sip1 et Foxc2), les auteurs ont 

montré qu’une population de ces cellules présentaient un phénotype CD44low/CD44high et 

avaient acquis la capacité à former des mamosphères (Mani et al., 2008).

Lors de la mise en culture de cellules souches embryonnaires en milieu matrigel, 

les cellules périphériques de la cohorte subissent une EMT (Eastham  et al., 2007 ; Ullmann et 

al., 2007). Les cellules mésenchymateuses indifférenciées ainsi générées sont caractérisées par 

la perte d’expression des E-cadhérines et l'augmentation de l’expression des N-cadhérines. 

Elles expriment aussi le facteur Snail, la vimentine et des métalloprotéases. Ces cellules qui 

ont subi une EMT expriment à nouveau certains facteurs de transcription normalement 

détectés dans les cellules totipotentes, comme par exemple le facteur Oct4 impliqué dans la 

régulation positive de gènes de l’embryogenèse. Cette observation suggère que les cellules 

qui ont subi l’EMT se sont aussi dé-différenciées en cellules souches. Il a récemment été 

montré que, lors de l’extinction du facteur Oct4 dans des cellules souches murines, celles-ci 

arrêtaient leur prolifération et bloquaient la progression du cycle cellulaire en phase G0/G1 

(Lee et  al., 2010). Ce facteur serait donc nécessaire au maintien de l’auto-renouvellement des 

cellules souches. Il est intéressant de noter que dans cette étude, les auteurs ont aussi mis en 

évidence une induction de l’expression de p21Waf1 à la suite de l’extinction de Oct4. La 

répression de p21Waf1 par Oct4 pourrait contribuer à la maintenance de la prolifération des 

cellules souches.
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Le facteur Nanog est également exprimé dans les cellules mésenchymateuses 

indifférenciées, sa surexpression induit l’entrée en phase S et permet le renouvellement 

cellulaire des cellules totipotentes (Hyslop et al., 2005 ; Kim et al., 2005b ; Oh et al., 2005). Ce 

facteur a récemment été décrit comme étant à la fois un inducteur de l’EMT et induit par 

l’EMT (Meng et al., 2010).

La corrélation existant entre l’expression de ces différents facteurs dans les 

cellules ayant subi une EMT et possédant des caractéristiques de cellules souches suggèrent 

un lien entre cette transition et la dédifférenciation cellulaire. Ces facteurs sont capables de 

rendre le potentiel pluripotent des cellules qui les expriment. Notons que la réapparition de 

pluripotentialité des cellules chez l’adulte n’est pas la seule caractéristique phénotypique 

commune aux cellules mésenchymateuse. Ces cellules souches réactivent aussi les propriétés 

de différenciation. Il a également été noté que ces cellules devenaient plus résistantes aux 

traitements de chimiothérapie.

1. Cellules souches et agressivité tumorale

Dans certaines tumeurs du sein, une petite sous-population de cellules présente à 

leur surface une forte expression de la molécule CD44 et une faible expression de CD24, ces 

cellules sont dites de phénotype CD44higt/CD24low. Cette sous-population contient des 

cellules capables d’initier de nouvelles tumeurs contrairement aux cellules observées dans les 

mêmes prélèvements mais exprimant faiblement CD44 et fortement CD24 (CD44low/

CD24high) (Al-Hajj et al., 2003).

Récemment, une étude génomique comparative a consisté en l’observation du 

développement de 1005 tumeurs chez la souris. Ces tumeurs ont été induites par la 

transformation de 598 lignées cellulaires humaines par le virus murin de la leucémie MuLV 

(Mattison et al., 2010). Cette analyse inter-espèces a révélé que, parmi le grand nombre 

d’oncogènes et de suppresseurs de tumeur dont l’expression était modifiée à la suite du 

développement des tumeurs, un nombre significatif possédaient des sites de liaison pour les 

facteurs de transcription Oct4 et Nanog. Les auteurs ont également observé que les souris 

porteuses de tumeurs comprenant des insertions dans, ou à proximité, des gènes supposés 

participer à l’auto-renouvellement cellulaire sont mortes significativement plus rapidement 

que les souris ne montrant pas ces insertions. Cette étude, au-delà de présenter un nouveau 

catalogue de nouveaux gènes potentiellement impliqués dans la tumorigenèse, montre 
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l’importance du rôle des mécanismes impliqués dans l’auto-renouvellement des cellules 

souches dans l’agressivité tumorale.

2. Origine des cellules tumorales

L’avancement des recherches sur l’étude du développement tumoral a conduit à 

s'interroger sur l’origine des cellules tumorales. En effet, les connaissances accumulées dans 

le domaine de l’oncogenèse depuis des années ont conduit à penser que la première cellule 

transformée donnant lieu à une tumeur trouverait son origine dans une cellule différenciée, 

dans laquelle, l’apparition successive de mutations aurait conduit à la dédifférenciation et à la 

faculté de proliférer à nouveau. Aujourd’hui, de nombreuses études semblent indiquer que 

cette première cellule tumorale aurait, à l’origine, la capacité de proliférer, ce qui lui 

permettrait d’accumuler les mutations et l’instabilité génomique nécessaires à la 

transformation (Soltysova et al., 2005 ; Stingl & Caldas, 2007). Cette cellule serait une cellule 

souche initiatrice. Toutefois, ces hypothèses sont encore controversées (Bjerkvig et al., 2005).

Le fait que dans de nombreuses études les cellules répondent à la surexpression 

de H-Ras, K-Ras ou à la mutation de ces gènes par l’induction de la sénescence appuie la 

théorie des cellules souches comme cellules initiatrices de la tumeur. Lors de la 

tumorigenèse, ce serait les cellules souches qui répondraient à Ras par la transformation, 

alors que les cellules capables d’activer les mécanismes de sénescence répondraient par un 

arrêt définitif de la prolifération cellulaire. En effet, les cellules souches – que l’on trouve 

notamment au fond des cryptes dans le côlon – ont une capacité de prolifération 

pratiquement infinie et on peut supposer qu’elles sont beaucoup moins sensibles à la 

sénescence réplicative.

Cependant, si l’instabilité génomique est nécessaire à la transformation et que 

l’une des raisons de l’augmentation de cette instabilité est la fusion des télomères, alors un 

argument en faveur des cellules dédifférenciées comme initiatrices de la tumeur, serait le 

suivant : pour que la fusion des télomères soit possible avant que les télomérases ne soient 

ré-exprimées, les cellules ne se divisaient pas à l’origine. En effet, les cellules souches au fort 

taux prolifératif expriment la télomérase qui leur permet d’empêcher ce risque de fusion des 

chromosomes.
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3. Implication de p21Waf1 dans le maintien des caractéristiques de cellules 
souches

Certaines études suggèrent que l’expression de p21Waf1 est cruciale pour le 

maintien du potentiel des cellules souches car elle restreint la capacité d’auto-renouvellement 

de ces cellules dans de nombreux tissus. L’exemple le mieux décrit de nos jours se trouve 

dans le système hématopoïétique, dans lequel, des souris dont le gène CDKN1A codant pour 

p21Waf1 a été invalidé ont montré une augmentation de la prolifération des cellules souches 

(Cheng et al., 2000). p21Waf1 permet le maintien de la quiescence relative de ces cellules leur 

permettant de garder leur potentiel réplicatif alors que les lignées qui en découlent ont la 

capacité de fortement proliférer avant de s’orienter inexorablement vers une différenciation 

terminale. Dans certains cas, la restriction de la prolifération par p21Waf1 serait requise pour 

le maintien du potentiel des cellules souches sur un long terme.

p21Waf1 est également impliquée dans le maintien de la stabilité génomique des 

cellules souches. Des souris délétées du gène de p21Waf1 et exprimant PML-RAR – un 

oncogène responsable de l’apparition de la leucémie promyélocytique aiguë chez l’Homme – 

montrent de nombreuses lésions de l’ADN de leurs cellules hématopoïétiques dont 95 % 

présentent de multiples foci (Viale et  al., 2009). Dans cette étude, les auteurs montrent que 

dans les cellules souches hématopoïétiques, l’expression de p21Waf1 induite par l’oncogène 

conduit à un arrêt réversible du cycle cellulaire pour permettre la réparation des cassures de 

l’ADN. Le fait que p21Waf1 ait un rôle de protection de l’intégrité de l’ADN de ces cellules 

dans un contexte oncogénique peut être expliqué par deux hypothèses selon l’activité de 

suppresseur de tumeur ou oncogénique de p21Waf1. En effet, la protection contre la mort 

cellulaire lors de dommages de l’ADN des cellules exprimant un oncogène conduit à penser 

que p21Waf1 favoriserait la tumorigenèse en empêchant l’apoptose des cellules présentant 

des cassures de l’ADN. Cependant, l’instabilité génomique induite par ces cassures 

pourraient, au contraire, favoriser la progression tumorale en introduisant d’autres mutations 

ou réarrangements chromosomiques. Il serait alors raisonnable de penser que p21Waf1 ait 

un rôle suppresseur de tumeur.

L’étude de l’implication de p21Waf1 dans la prolifération cellulaire dépendante de 

l’adhésion des cellules a montré que, contrairement à des cellules HCT116 exprimant 

p21Waf1, des cellules HCT116 mutées sur les deux allèles de p21Waf1 seraient incapables de 

former des sphéroïdes multicellulaires en culture en suspension et induiraient l’apoptose. Le 

Introduction générale

87



contact des cellules entre elles est nécessaire à leur survie en culture en suspension et la 

capacité des cellules à former des sphéroïdes dépend de l’expression des protéines E-

cadherins. Cette découverte semble indiquer que p21Waf1 ait un rôle d’activateur de 

l’expression des E-cadherins, empêchant ainsi l’apoptose due à l’absence d’attachement 

(Mueller et al., 2000). De plus, cette observation amène à s’interroger sur le rôle éventuel de 

p21Waf1 dans l’induction de l’EMT. En effet, si la perte de p21Waf1 conduit à diminuer 

l’expression de l’E-cadhérine cet événement pourrait être impliqué dans le processus d’EMT.

Une autre étude, menée sur des cellules cancéreuses du sein, a montré que 

l’extinction de p21Waf1 favorisait la formation de mamosphères lors de l’expression 

oncogénique de Ras ou de Myc. p21Waf1 serait responsable du maintien de l’expression de 

l’E-cadhérine en réprimant l’inhibition de la transcription de son gène par Twist. p21Waf1 

permettrait également d’empêcher l’accumulation de cellules au phénotype CD24low/

CD44high après surexpression de Ras ou de Myc (Liu et al., 2009).

Si p21Waf1 semble avoir un rôle d’inhibiteur de l’EMT, sa fonction dans le 

maintien de l’état de quiescence relative des cellules souches indique, quant à elle, que 

p21Waf1 permettrait à ces cellules de garder leur capacité d’auto-renouvellement, et donc, 

dans le cas de cellules souches cancéreuses, leur capacité à générer d’autres cellules. Il 

semblerait que p21Waf1 tend à favoriser le renouvellement cellulaire dans les cellules 

souches mais qu’il empêche la perte d’adhésion des cellules épithéliales.
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Chapitre VI : But du travail

Nous l’avons vu, l’oncogenèse implique qu’un certain nombre de mécanismes se 

mettent en place pour permettre à la cellule d’inhiber les processus de protection et d’activer 

la prolifération. L’oncogène Ras est muté dans environ 30 % des cancers colorectaux. 

Aujourd’hui, de nombreuses études montrent son implication dans l’initiation de la 

tumorigenèse, dans le processus métastatique et aussi dans la mise en place de mécanismes 

de résistance au traitement anti-tumoral.

Malgré son potentiel oncogénique, la réponse cellulaire à une mutation du gène 

de l’oncogène Ras rendant la protéine constitutivement active conduit à l’activation de 

processus responsables de l’arrêt du cycle cellulaire. Lorsque tous ces mécanismes 

fonctionnent normalement, la cellule entre en sénescence ou en apoptose. Cette réponse 

aboutit à la protection de l’organisme contre le cancer. Lors du développement d’un cancer, 

les voies de détection ou de réponse à l’oncogène sont altérées et ne permettent plus 

d’induire la mort cellulaire.

Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés aux mécanismes de 

réponse à l’oncogène H-Ras dans un contexte où le suppresseur de tumeur p53 est muté, 

conduisant à la perte de liaison à l’ADN, et par là même, à la perte de son potentiel 

transcriptionnel. Nous avons vu que, malgré la mutation G12V de HRAS, les cellules sont 

capables d’induire l’entrée en sénescence. Ce résultat est surprenant étant donné que l’OIS 

est un mécanisme essentiellement décrit dans des cellules primaires, et il nous a conduit à 

étudier les mécanismes permettant cette sénescence indépendante de l’activité 

transcriptionnelle de p53.

Figure 21 ❘ Schéma d’échappement à l’arrêt du cycle cellulaire induit par 
Ras.

Au cours de cette étude, nous avons observé l’apparition d’un phénotype de 

cellules mésenchymateuses dans les cellules ayant échappées à l’OIS. Le rôle de l’EMT dans 
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la tumorigenèse a principalement été décrit comme un processus permettant l’invasion 

tissulaire et l’apparition de métastases, mais il a aussi décrit comme permettant la 

transformation cellulaire initiale (Ansieau et al., 2008). Dans un deuxième temps, nous nous 

sommes alors interrogé sur le rôle éventuel de l’EMT dans le processus d’échappement 

s’opérant dans notre modèle d’étude.

Une meilleure connaissance de la réponse à la voie oncogénique de Ras dans le 

cancer colorectal se justifie par l’échec des chimiothérapies faisant intervenir des inhibiteurs 

directs du récepteur à l’EGF chez les patients dont la tumeur présente une mutation sur le 

gène de KRAS (Karapetis et al., 2008).
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RÉSULTATS



Chapitre I : Ras induit l’échappement à la sénescence

Dans un premier temps nous avons voulu déterminer quelle était la réponse au 

stress oncogénique induit par Ras dans un contexte où p53 est mutée.

A. La surexpression de H-RasV12 induit l’entrée en sénescence et l’arrêt du cycle 
cellulaire dans les HT29

Afin d’étudier l’effet de l’oncogène Ras sur la survie et le cycle cellulaire, nous 

avons utilisé une isoforme constitutivement active, H-RasV12, dans un type cellulaire 

d’adénocarcinome colorectal, la lignée HT29. Nous avons choisi d’utiliser la lignée HT29 

issue d'adénocarcinome colorectal car cette lignée présente une mutation homozygote sur le 

codon 273 du gène de p53 conduisant à la substitution d’une arginine en histidine et à une 

modification du domaine de liaison à l’ADN de p53. Dans ces cellules, il est décrit que 

l’activation de p53 suite à un stress cellulaire est toujours possible mais que p53 n’est plus 

capable de remplir ses fonctions transcriptionnelles. Nous avons choisi d’utiliser un clone de 

H-Ras muté sur le codon 12. Cette mutation conduit à la substitution d’une glycine en valine 

et empêche l’hydrolyse du GTP en GDP par les protéines GAP conduisant à l’activation 

constitutive de H-Ras. Les cellules HT29 n’expriment pas la forme constitutivement active 

de Ras, nous permettant ainsi d’observer l’effet réel de la surexpression de H-RasV12, forme 

mutante de Ras. Nous avons donc développé un modèle inductible d’expression de H-

RasV12 dans les cellules HT29.

Le modèle d’étude utilisé fonctionne selon le principe T-Rex™ issu de l’opéron 

tétracycline chez E. coli. Il comprend d'une part, l’oncogène H-RasV12 sous le contrôle d'un 

promoteur minimal pCMV lié à deux séquences de l'opérateur TetO2, et d’autre part, un 

gène codant pour le répresseur TetR. En temps normal, le répresseur est transcrit, se lie à la 

séquence TetO pour l’inhiber et H-RasV12 n’est pas exprimé. La présence de doxycycline 

empêche la liaison de TetR sur la séquence promotrice de H-RasV12 et active sa 

transcription. L’efficacité du modèle a été vérifiée par western blot. La figure 22A montre 

que, dès 24 h d’induction avec de la doxycycline, le taux de Ras augmente dans les cellules 

HT29.
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Figure 22 ❘ Analyse de l’induction de l’expression de H-RasV12 et de la 
phosphorylation de Erk. A et B. H-RasV12 est induit dans les cellules HT29 
avec 50 ng.ml-1 de doxycycline pendant 24 ou 48 h. Un contrôle de l’effet de la 
doxycycline est effectué sur des cellules transfectées avec un vecteur pcDNA4 vide 
puis traitées à l’aide de 50 ng.ml-1 de doxycycline. Les extraits protéiques totaux 
sont analysés à l’aide d’anticorps monoclonaux de souris anti-H-Ras et anti-Erk 
(Y204). L’expression de la tubuline est utilisée comme contrôle de charge. C. H-
RasV12 est induit avec 50 ng.ml-1 de doxycycline pendant 48 h ou 11 jr puis les 
cellules sont observées au microscope optique à contraste de phase à un 
grossissement de 200 fois.

Les mutations de Ras décrites dans le cancer colorectal sont principalement 

observées sur l’isoforme K-Ras. Pourtant, c’est l’isoforme H-Ras qui est la plus utilisée dans 

les modèles d’étude cellulaire ou dans les modèles in vivo. Les deux isoformes ne présentent 

pas de différence dans leur fonctionnement et sont capables d’activer les mêmes voies sous-

jacentes. Toutefois, il a été observé que K-Ras activerait préférentiellement la voie des MAP 

Kinases alors que H-Ras activerait plutôt la voie de la PI3K lui octroyant un pouvoir 

transformant plus important. Nous avons alors choisi d’utiliser un mutant de l’isoforme H-

Ras afin d’obtenir un fort pouvoir transformant, et nous avons vérifié que l’induction de 

l’expression de notre mutant permettait également l’activation de la voie des MAP Kinases. 

Nous avons mesuré l’activation de Erk, protéine située en aval de Ras dans la voie de 

signalisation des MAP Kinases, et nous avons observé une augmentation de la 

phosphorylation activatrice Erk1/2 sur sa tyrosine 204 dans les cellules exprimant H-RasV12 
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(figure 22B). Le modèle d’induction nous permet donc d’induire une expression de la 

protéine H-RasV12 active dans la lignée HT29.

Lors de l’induction de l’expression de H-RasV12, nous avons observé un 

changement morphologique des cellules HT29. Les cellules apparaissent plus rondes et 

turgescentes en microscopie optique après 48 h d’expression de H-RasV12 (figure 22C). 

Nous avons également observé une augmentation de volume du cytoplasme de certaines 

cellules ainsi que l’apparition de nombreuses vésicules cytoplasmiques. Après 11 jours 

d’expression de H-RasV12, la plupart des cellules présente ce phénotype. L’augmentation du 

volume cellulaire ainsi que l’apparition des vésicules peuvent témoigner de l’état de 

sénescence.

Figure 23 ❘ Analyse de la formation de colonies et de l’activité métabolique 
cellulaire induite par H-RasV12. A et B. H-RasV12 est induit pendant 8 jours 
avec 50 ng.ml-1 de doxycycline puis les colonies formées sont colorées à l’aide de 
cristal violet et comptées. Les écarts-types sont calculés sur une moyenne de trois 
expériences (**p<0,01). C. H-RasV12 est induit pendant 24, 48 ou 72 h avec 50 
ng.ml-1 de doxycycline, puis les cellules sont incubées avec 5 μg.ml-1 de MTT. La 
DO est mesurée à 500 nm. Les écarts-types sont calculés sur une moyenne de trois 
réplicats répétés lors de deux expériences distinctes (**p<0,01).

Nous avons testé l’effet de l’expression de H-RasV12 sur la formation de 

colonies de cellules. Le test de clonogénicité permet d’estimer la capacité de cellules isolées 

les unes des autres à poursuivre leur cycle cellulaire et à former des colonies de cellules. 

Nous avons donc induit l’expression de H-RasV12 durant 8 jours, puis compté le nombre de 

colonies formées à la suite de l’expression oncogénique par rapport à des cellules 

n’exprimant pas H-RasV12 (figure 23A et 23B). Nous avons alors observé que, malgré 

l’activation des MAP Kinases, l’expression de H-RasV12 conduisait à une diminution du 

nombre de colonies. Seule 30 % des cellules sont capables de poursuivre leur cycle cellulaire 

après induction de H-RasV12.
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Nous avons également évalué l’effet de H-RasV12 sur la prolifération et l’activité 

métabolique des cellules en utilisant un test de viabilité au MTT (figure 23C). Le MTT est 

métabolisé en cristaux de formazan par les cellules vivantes. Les cristaux sont ensuite 

solubilisés et la densité optique mesurée est directement corrélée à l’activité métabolique des 

cellules vivantes dans chaque condition. Ce test de viabilité nous a permis d’observer que 24 

h après l’induction de H-RasV12, les cellules montraient une augmentation de leur activité 

métabolique, mais qui diminuait à 48 h puis restait significativement inférieure au 

métabolisme de cellules en croissance à 72 h.

Le test de MTT montre que l’expression de H-RasV12 empêche l’augmentation 

de l’activité métabolique par rapport aux cellules contrôles, toutefois, le graphique semble 

indiquer que, même après 72 h d’induction de l’oncogène, les cellules n’ont pas diminué leur 

activité métabolique par rapport à la mesure faite au temps 0. Pourtant le test de 

clonogénicité montre que certaines cellules ne sont pas capables de proliférer. Les raisons 

pour lesquelles ces cellules ne forment pas de colonies peuvent être diverses. Les cellules 

peuvent avoir arrêté leur cycle cellulaire et être entrées en sénescence ou bien, elles peuvent 

avoir mis en place des processus de mort cellulaire. Afin de déterminer si les cellules 

répondent à l’expression de H-RasV12 par de la mort cellulaire, nous avons mesuré la 

distribution des cellules dans le cycle cellulaire à la suite de 48, 72, 96 ou 120 h d’expression 

de H-RasV12 (figure 24). Le marquage de l’ADN par iodure de propidium nous a permis de 

constater qu’il n’y avait pas d’augmentation significative du nombre de cellules en phase 

subG1 après 72 h d’expression de H-RasV12. La présence d’une phase sub-G1 – sur un 

histogramme représentant le nombre de cellules en fonction de la quantité d’ADN – montre 

la présence de corps apoptotiques avec des quantités d’ADN inférieures à la celle d’une 

cellule diploïde. Ces corps apoptotiques sont représentatifs des cellules en apoptose. Notons 

que le profil obtenu lors de l’expression de H-RasV12 montre une augmentation significative 

du nombre de cellules 4n, en revanche les variations du nombre de cellules dans les autres 

phases du cycle ne sont pas significatives. H-RasV12 induit une accumulation des cellules en 

transition G2/M.
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Figure 24 ❘ Analyse du cycle cellulaire des cellules inductibles pour H-
RasV12 par cytométrie en flux. A et B. H-RasV12 est induit dans les cellules 
pendant 48 h et l’ADN des cellules est marqué à l’aide de DAPI puis analysé par 
cytométrie en flux. A. Les histogrammes représentent la répartition des cellules en 
fonction de la quantité d’ADN et sont représentatifs de trois expériences. B. 
L’histogramme représente une moyenne de la répartition des cellules dans le cycle 
(*p<0,05). C. Les histogrammes représentent la répartition des cellules en fonction 
du la quantité d’ADN après 72, 96 ou 120 h d’induction de H-RasV12 et sont 
représentatifs de trois expériences.

Ces résultats nous ont conduit à penser que certaines cellules arrêtaient leur cycle 

cellulaire – puisque seulement quelques cellules étaient capables de former des colonies après 

induction de H-RasV12 – mais ne mourraient pas – puisque les profils de FACS ne 

montrent pas de cellules en phase sub-G1 et que le test de MTT semble indiquer que 

l’augmentation de l’activité métabolique des cellules est moins importante lorsqu’elles 

expriment H-RasV12 –.

Toutefois, notons que le test de MTT ne permet pas de différencier une variation 

de la prolifération cellulaire d’une variation de l’activité métabolique. Par exemple, le profil 

que nous avons obtenu dans la figure 24C pourrait parfaitement être expliqué par l’absence 

de prolifération des cellules exprimant H-RasV12, mais aussi par la diminution de la 

prolifération ou par la mort de certaines cellules, compensé par le maintien ou 
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l’augmentation de l’activité métabolique de quelques cellules. Les résultats obtenus lors du 

test de clonogénicité semble appuyer cette dernière hypothèse.

La sénescence est décrit comme un état où les cellules ne progressent pas dans le 

cycle cellulaire mais sont toutefois capables d’activité métabolique. Nous avons mesuré 

l’activité de la SA β-galactosidase, connue pour être activée lors de la sénescence, puis nous 

avons déterminé le pourcentage de cellules sénescentes par rapport au nombre total de 

cellules (figure 25). Près de 20 % de cellules présentaient une activation de la SA β-

galactosidase après six jours d’expression de H-RasV12. Nous n’avons pas été en mesure de 

détecter l’activité de la SA β-galactosidase avant six jours. Cette absence de détection peut 

être due à une limite technique ou bien au temps nécessaire à la mise en place de la 

sénescence. 

Figure 25 ❘ Mesure de l’activité de la SA β-Gal dans les cellules inductibles 
pour H-RasV12. H-RasV12 est induit avec 50 ng.ml-1 de doxycycline pendant six 
jours puis les cellules sénescentes sont marquées puis visualisées au microscope 
optique. L’histogramme représente une moyenne de trois comptages effectués sur 
des expériences différentes (***p<0,001).

Globalement, ces résultats semblent indiquer que l’expression de H-RasV12 dans 

les cellules HT29 conduit à l’arrêt du cycle cellulaire en phase G2/M et à l’entrée des cellules 

en sénescence. Ces résultats ne montrent aucune preuve d’induction de l’apoptose à la suite 

de l’expression de H-RasV12.

0

5

10

15

20

0 doxy

ac
ti

v
it

é 
S
A

 β
-g

al

(%
 d

u
 n

o
m

b
re

 t
o

ta
l 
d

e 
ce

ll
u
le

s)

***

Résultats

97



B. H-RasV12 induit l’expression et la stabilisation de p21Waf1 indépendamment 
de p53

1. Induction de l’expression de p21Waf1 en réponse à l’oncogène H-RasV12

L’inhibiteur du cycle cellulaire p21Waf1 jouant un rôle prépondérant l’arrêt du 

cycle cellulaire et l’entrée en sénescence des cellules, nous nous sommes interrogés sur son 

implication dans la réponse à H-RasV12 dans notre modèle cellulaire. Nous avons alors 

mesuré l’expression de p21Waf1 après induction de H-RasV12 et nous avons observé une 

augmentation de sa quantité en ARN et en protéine (figure 26). En effet, l’analyse par PCR 

en temps réel nous a révélé que l’expression transcriptionnelle de p21Waf1 était surexprimée 

d’un facteur 15 dans les cellules exprimant H-RasV12 par rapport à des cellules en 

croissance (figure 26B). De plus, l’analyse de l’expression protéique de p21Waf1 par western 

blot a permis de conclure que la protéine était stabilisée et que son niveau d’expression était 

détectable dès 24 h d’expression de H-RasV12 et pendant au moins 72 h (figure 26C). Nous 

avons également vérifié que l’expression de p21Waf1 n’était pas due à l’ajout de doxycycline 

seule en utilisant la lignée de HT29 transfectée avec le vecteur pCDNA4 vide (figure 26A).

Figure 26 ❘ Mesure de l’expression de p21Waf1 après induction de H-
RasV12. A et C. H-RasV12 est induit avec 50 ng.ml-1 de doxycycline pendant 6, 
12, 24, 48 ou 72 h. Un contrôle de l’effet de la doxycycline est effectué sur des 
cellules transfectées avec un vecteur pCDNA4 vide traitées à l’aide de 50 ng.ml-1 
de doxycycline pendant 48 h. Les extraits protéiques totaux sont analysés à l’aide 
d’un anticorps monoclonal de lapin anti-p21Waf1. L’expression de la tubuline est 
utilisée comme contrôle de charge. B. H-RasV12 est induit pendant 48 h et le 
niveau d’expression d’ARNm de p21Waf1 est déterminé par RT-qPCR. Le résultat 
est exprimé par rapport à l’expression de p21Waf1 dans des cellules contrôles non-
induites et normalisé à RPLP0. Les écarts-types sont calculés sur une moyenne de 
3 expériences (p<0,001).
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La protéine Ras est située en amont de plusieurs voies de cascade d’activation de 

kinases. Nous avons observé que Ras induisait l’activation de la voie des MAP Kinases. Nous 

avons également voulu savoir si l’expression de p21Waf1 dépendait de l’activation de cette 

voie. Dans ce but, nous avons utilisé la molécule PD98059, un inhibiteur de la kinase Erk. 

Au moment de l’induction de l’expression de H-RasV12, nous avons ajouté 2 μM 

d’inhibiteur au milieu cellulaire. La figure 27 montre que l’inhibition de la voie des MAP 

Kinase diminue significativement l’expression de p21Waf1 à la suite de l’induction de H-

RasV12. L’arrêt induit par l’expression de l’oncogène Ras dépend donc de l’activation de la 

voie des MAP Kinase.

Figure 27 ❘ Mesure de l’expression de p21Waf1 après inhibition de Erk et 
induction de H-RasV12. H-RasV12 est induit avec 50 ng.ml-1 de doxycycline 
pendant 48 et Erk est inhibé avec 2 μM de PD98059. Les extraits protéiques 
totaux sont analysés à l’aide d’un anticorps monoclonal de lapin anti-p21Waf1. 
L’expression de la tubuline est utilisée comme contrôle de charge.

p53 est connu comme étant le principal facteur de transcription permettant 

l’activation du promoteur de p21Waf1. Cependant, les cellules HT29 sont mutées sur le 

domaine de liaison à l’ADN du gène TP53 codant pour la protéine p53. p53 est exprimée 

dans les cellules HT29 mais incapable de se lier, seule, à l’ADN. Lors de l’induction de 

l’expression de H-RasV12 nous avons observé, par western blot, une augmentation de 

l’expression de p14ARF, protéine nécessaire à l’inhibition de HDM2 et à la stabilisation de 

p53 (figure 28A). Nous nous sommes alors interrogés sur la capacité de p53 à permettre 

l’expression de p21Waf1 dans notre modèle malgré son incapacité à pouvoir se lier à l’ADN. 

Nous avons alors testé l’expression de p21Waf1 en l’absence de la protéine p53. Nous avons 

transfecté un siRNA dirigé contre p53 et analysé l’expression de p21Waf1 après 48 h 

d’induction de H-RasV12. La figure 28B représente l’extinction de p53 après siRNA. Les 

figures 28B et 28D montrent, respectivement, l’expression protéique et transcriptionnelle de 

p21Waf1 après extinction de p53 et expression de H-RasV12. Ces résultats nous ont permis 
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de conclure que H-RasV12 conduisait à l’activation du gène de p21Waf1 et à la stabilisation 

de la protéine indépendamment de p53. Le siRNA de p14ARF ne permet pas, non plus, 

d’empêcher l’expression de p21Waf1 en présence de H-RasV12 (figure 28A).

Figure 28 ❘ Mesure de l’expression de p14ARF et de p21Waf1 après 
extinction de l’expression de p53 et p14ARF et induction de H-RasV12. A, B 
et C. Les cellules sont transfectées avec un siRNA dirigé contre p14ARF, p53 ou 
avec un siRNA contrôle pendant 48 h. H-RasV12 est induit dans les cellules à 
l’aide de 50 ng.ml-1 de doxycycline pendant 48 h. Les extraits totaux sont analysés 
en western blot à l’aide d’un anticorps polyclonal de chèvre anti-p14ARF ou 
d’anticorps monoclonaux de lapin anti-p21Waf1 ou anti-p53. L’expression de 
hsc70 est utilisée comme contrôle de charge. D. Les cellules sont transfectées avec 
un siRNA dirigé contre p53 ou avec un siRNA contrôle pendant 48 h. H-RasV12 
est ensuite induit pendant 48 h et le niveau d’expression d’ARNm de p21Waf1 est 
déterminé par RT-qPCR. Le résultat est exprimé par rapport à l’expression de 
p21Waf1 dans des cellules contrôles non-induites et normalisé à RPLP0. Les 
écarts-types sont calculés sur une moyenne de 3 expériences (p<0,001).

Le test de gène rapporteur permet l’étude de l’activation du promoteur d’un gène 

donné par le couplage de ce promoteur avec le gène de la luciférase. La luciférase est une 

protéine responsable de la production de lumière chez la luciole. En présence d’ATP, elle 

oxyde la luciférine et produit un dégagement lumineux. Nous avons transfecté différentes 

constructions du promoteur de p21Waf1 couplé au gène de la luciférase, puis, induit 
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l’expression de H-RasV12 pendant 6, 16 ou 24 h.  Les deux constructions les plus courtes du 

promoteur de p21Waf1 ne possèdent pas de site de liaison de p53. À l’aide de l’outil 

bioinformatique Matinspector, nous avons localisé plusieurs sites de fixation de p53 sur le 

promoteur de p21Waf1 : un site en -2272 avant le premier codon transcrit, quatre sites entre 

-2232 et -2185, un site en -1458 et trois sites entre -1340 et -1329. Nous avons mesuré 

l’activité de la luciférase puis calculé le facteur d’activité par rapport à une mesure effectuée 

sur des cellules transfectées en croissance (figure 29). 

La figure 29A montre que l’induction de l’expression de H-RasV12 induit 

l’activation du promoteur de p21Waf1. En effet, 16 h après l’ajout de doxycycline, 

l’activation des trois promoteurs est augmentée d’un facteur deux par rapport à des cellules 

en croissance. Aucune activation n’est observée à seulement 6 h d’expression de H-RasV12, 

en revanche, elle atteint son maximum après 24 h d’induction. Les promoteurs tronqués ne 

semblent pas être activés aussi fortement que le promoteur le plus long de p21Waf1. En 

effet, au temps 24 h d’induction, le promoteur long est pratiquement 10 fois plus actif que 

dans des cellules en croissance, alors que les deux promoteurs tronqués sont seulement 5 

fois plus actifs. Cependant, les promoteurs courts de p21Waf1 permettent l’activation de la 

transcription à la suite de l’expression de H-RasV12 malgré l’absence du site de liaison de 

p53. À partir de 36 h, le promoteur long observe une diminution considérable de son 

activation tandis que les promoteurs courts maintiennent l’expression de la luciférase. Cette 

observation pourrait être expliquée par la présence de régions régulatrices sur la séquence 

faisant défaut aux deux promoteurs courts. Cette séquence pourrait permettre la liaison de 

facteurs inhibiteurs de la transcription et diminuer la transcription du gène. Le promoteur de 

p21Waf1 étant actif malgré l'absence de la séquence située en amont du nucléotide -167, 

nous pouvons déclarer que le facteur de transcription responsable de cette activation se fixe 

dans la zone proximale de la séquence du promoteur de p21Waf1.
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Figure 29 ❘ Analyse de l’activation du promoteur de p21Waf1 après induction 
de H-RasV12. A. Analyse de l’activation du promoteur de p21Waf1 par test de 
gène rapporteur. Les cellules sont transfectées avec les vecteurs -2400+70-luc, 
-774+70-luc ou -163+70-luc puis H-RasV12 est induit avec 50 ng.ml-1 de 
doxycycline durant 6, 16 ou 24 h. L’activité de la luciférase est mesurée puis les 
valeurs obtenues sont rapportées à celles obtenues de cellules transfectées en 
croissance (n=3 pour les lectures à 16 h et 36 h). B. Analyse de la présence de 
l’ADN Polymérase II et de sa forme phosphorylée sur le promoteur de p21Waf1 
par ChIP sur des cellules en croissance. La chromatine est préparée pour examiner 
la liaison de protéines sur le promoteur de p21Waf1 à l’aide d’anticorps anti-PolII 
ou anti-PolII-Ser2. Une région contrôle de l’ADN est utilisée pour normaliser la 
quantification relative. Les résultats sont présentés en tant que facteurs de 
recrutement par rapport à la valeur obtenue avec un anticorps anti-Gal4. C. 
Analyse du recrutement de l’ADN Polymérase II et de sa forme phosphorylée sur 
le promoteur de p21Waf1 par ChIP après induction de H-RasV12. H-RasV12 est 
induit ou non pendant 36 h puis la chromatine est préparée pour examiner la 
liaison de protéines sur le promoteur de p21Waf1 à l’aide d’anticorps anti-PolII ou 
anti-PolII-Ser2. Une région contrôle de l’ADN est utilisée pour normaliser la 
quantification relative. Les résultats sont présentés en facteurs de variation par 
rapport à la valeur obtenue en condition de croissance (***p<0,001 ; **p<0,01).

Le test de gène rapporteur nous permet également de penser que l’augmentation 

de la quantité en ARN – et en protéine – est due à une induction de l’expression 
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transcriptomique et non, seulement, à une stabilisation de l’ARNm. Afin de confirmer cette 

observation, nous avons également mesuré le recrutement de l’ARN Polymérase II sur le 

promoteur proximal de p21Waf1. Pour se faire, nous avons induit l’expression de H-RasV12 

pendant 36 h puis nous avons extrait et préparé la chromatine pour réaliser une 

immunoprécipitation de l’ARN polymérase II ainsi que de sa forme phosphorylée sur la 

sérine 2 de son domaine CTD, témoin de l’activation de la protéine. Nous avons observé la 

présence de l’ARN polymérase II sur le promoteur de p21Waf1 dans des cellules en 

croissance. En revanche, sa forme phosphorylée ne semble pas y être présente lorsque les 

cellules ne subissent aucun traitement (figure 29B). Après 36 h d’induction de H-RasV12, 

nous avons constaté une augmentation significative du recrutement de l’ARN polymérase II 

sur le site proximal du promoteur ainsi que la présence de forme phosphorylée active de 

l’ARN polymérase II (figure 29C). Notons que sur la figure 29C, les résultats sont présentés 

sous forme de rapports sur la condition de cellules en croissance. Ces résultats 

d’immunoprécipitation de chromatine nous permettent de dire que l’ARN Polymérase II est 

présente sur le promoteur de p21Waf1 dans les cellules en croissance mais sous sa forme 

inactive. Lors de l’induction de H-RasV12, l’ARN Polymérase est recrutée de manière plus 

importante et est phosphorylée sur la sérine de son domaine CTD pour permettre son 

activation.

Globalement, les résultats présentés ici permettent de dire que, suite à 

l’expression de H-RasV12, le promoteur du gène CDKN1A est activé indépendamment de 

p53, permettant l’expression de la protéine p21Waf1. Les cellules arrêtent leur cycle en G2/

M et entrent en sénescence en réponse à l’oncogène H-RasV12.

2. Stabilisation de p21Waf1 par la voie de réponse aux dommages de l’ADN

La détection du stress oncogénique peut passer par diverses voies que nous avons 

décrites précédemment. Une forte activité métabolique ou une ‘pression’ sur les fourches de 

réplication dues à la présence d’un oncogène peuvent conduire à l’apparition de cassures de 

l’ADN qui sont alors détectées et qui conduisent à l’arrêt du cycle cellulaire ou à la 

réparation des dommages.
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Figure 30 ❘ Analyse des dommages de l’ADN et de la phosphorylation de 
p38 après induction de H-rasV12. A et B. H-RasV12 est induit dans les cellules 
à l’aide de 50 ng.ml-1 de doxycycline pendant 48 h puis les extraits totaux sont 
analysés en western blot à l’aide d’anticorps monoclonaux de souris anti-H-Ras ou 
anti-γH2Ax ou à l’aide d’un anticorps monoclonal de lapin anti-p38 (T180/Y182). 
L’expression de la tubuline est utilisée comme contrôle de charge.

Nous avons mesuré l’état de phosphorylation de l’histone H2Ax. La 

phosphorylation de cet histone témoigne de la présence de cassures double brin. Lors de 

l’apparition d’une cassure, l’histone H2Ax est phosphorylé sur sa sérine 139. Cette 

modification conduit à une phosphorylation en chaîne de H2Ax de part et d’autre de la 

cassure. La figure 30A est un western blot de la phosphorylation de la sérine 139 de l’histone 

H2Ax. Nous avons observé l’apparition de cette phosphorylation après 48 h d’induction de 

l’expression de H-RasV12 (figure 30A). Lors de l’apparition de cassures de l’ADN p53 est 

stabilisée, permettant la transcription de p21Waf1. Or dans notre modèle, p53 n’est pas 

capable d’induire l’expression de p21Waf1. Nous nous sommes alors interrogés sur la voie 

responsable de l’expression de p21Waf1 en réponse aux dommages de l’ADN, et notre 

intérêt s’est porté sur la kinase de stress p38. De manière générale, la kinase p38 est 

impliquée dans la réponse au stress cellulaire et notamment au stress génotoxique. Le rôle de 

p38 dans l’induction de la sénescence a déjà été décrit en réponse au stress induit par Ras 

dans des cellules primaires exprimant une forme non-mutée de p53 (Deng et  al., 2004). p38 a 

également été décrite comme étant impliquée dans l’arrêt du cycle cellulaire lors de 

traitements génotoxiques dans des cellules mutées sur le gène de p53, permettant, ainsi, 

d’éviter la catastrophe mitotique (Reinhardt et al., 2007). Nous avons testé l’état de 

phosphorylation de p38 (figure 30B) et nous avons constaté que p38 était phosphorylé sur 

les thréonine 180 et sérine 182 à la suite de 48 h d’expression de H-RasV12. 
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Nous avons ensuite cherché à savoir si l’activation de p38 était impliquée dans 

l’expression de p21Waf1 dans notre modèle. Nous avons utilisé un siRNA dirigé contre la 

forme α de p38 qui est celle impliquée dans la réponse aux dommages de l’ADN (figure 31). 

Nous avons ainsi observé qu’en l'absence de p38 le stress oncogénique induit par H-RasV12 

ne conduisait plus à l’expression de p21Waf1 (figure 31A). Nous avons également mesuré la 

transcription du gène de p21Waf1 en l’absence de p38 et nous avons constaté que l’ARN de 

p21Waf1 était toujours surexprimé après induction de H-RasV12 (figure 31B).

Ces résultats nous permettent de dire que suite au stress oncogénique induit par 

H-RasV12, p21Waf1 est transcrite et l’activation parallèle de p38 permet sa stabilisation.

Figure 31 ❘ Analyse de l’expression de p21Waf1 après extinction de p38. Les 
cellules sont transfectées avec un siRNA dirigé contre p38 ou avec un siRNA 
contrôle pendant 48 h. H-RasV12 est ensuite induit avec 50 ng.ml-1 de doxycycline 
pendant 48 h. A. Les extraits protéiques totaux sont analysés à l’aide d’un anticorps 
monoclonal de lapin anti-p21Waf1 ou d’un anticorps polyclonal de lapin anti-p38. 
L’expression de la tubuline est utilisée comme contrôle de charge. B. Le niveau 
d’expression d’ARNm de p21Waf1 est déterminé par RT-qPCR. Le résultat est 
exprimé par rapport à l’expression de p21Waf1 dans des cellules contrôles non-
induites et normalisé à RPLP0. Les écarts-types sont calculés sur une moyenne de 
3 expériences (p<0,001).

p38 est une kinase de stress impliquée, notamment, dans la réponse aux 

dommages de l’ADN. Nous avons voulu déterminer le rôle des cassures de l’ADN dans 

l’induction de l’expression de p21Waf1. Tout d’abord, nous avons voulu savoir si des 

cassures de l’ADN induites par des agents chimiques sans activation parallèle des voies sous-

jacentes de Ras étaient suffisantes à induire l’expression de p21Waf1. Nous avons utilisé un 

inhibiteur des Topoisomérases I, le sn38 qui est le métabolite actif de l’irinotecan. Nous 
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avons également utilisé l’aphidicoline (APH), inhibiteur de l’ADN Polymérase α. Les 

traitements ont été utilisés, respectivement, à 2,5 ng.μl-1 et à 10 μM pendant 48 h. H-RasV12 

à également été induit pendant 48 h. La figure 32A montre que, malgré une légère 

phosphorylation de p38, les cassures de l’ADN occasionnées par le sn38 et l’APH ne sont 

pas en mesure d’induire l’expression de p21Waf1. Nous avons également effectué des 

transfections de siRNA dirigés contre la protéine ATR avant d’induire H-RasV12 (figure 

32C). Ces expériences ont révélées que l’extinction de ATR empêchait l’expression p21Waf1.

Figure 32 ❘ Analyse de l’expression de p21Waf1 suite aux dommages de 
l’ADN et à l’extinction de ATR. A. Les cellules sont traitées à l’aide de 2 μM 
d’APH, de 2,5 ng.μl-1 de sn38, ou bien H-RasV12 est induit à l’aide de 50 ng.ml-1 
de doxycycline pendant 48 h. Les extraits totaux sont analysés en western blot à 
l’aide d’anticorps monoclonaux de lapin anti-p21Waf1 ou anti-p38 (T180/Y182). 
L’expression de la tubuline est utilisée comme contrôle de charge. B. Les cellules 
sont transfectées avec un siRNA dirigé contre ATR ou avec un siRNA contrôle 
pendant 48 h. H-RasV12 est ensuite induit avec 50 ng.ml-1 de doxycycline pendant 
48 h puis les extraits protéiques totaux sont analysés à l’aide d’un anticorps 
monoclonal de lapin anti-p21Waf1 ou d’un anticorps polyclonal de lapin anti-p38. 
L’expression de la tubuline est utilisée comme contrôle de charge.

Ces résultats suggèrent que la réponse aux cassures de l’ADN faisant intervenir la 

protéine ATR sont nécessaires à l’expression de p21Waf1. En revanche, les cassures seules, 

générées par des inhibiteurs de protéines impliquées dans la réplication de l’ADN, ne sont 

pas suffisantes à l’expression de p21Waf1.
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C. p21Waf1 régule l’expression des gènes du cycle cellulaire

L’induction de l’expression de H-RasV12 conduit à l’arrêt du cycle cellulaire, à 

l’expression de p21Waf1 et à l’entrée en sénescence. Cet arrêt de la prolifération est possible 

grâce à l’activation des points de contrôle du cycle cellulaire. Nous avons mesuré l’expression 

d’autres gènes impliqués dans la régulation du cycle cellulaire. Myc est connu pour coopérer 

avec Ras au cours de la transformation cellulaire. Sa principale fonction a lieu au cours de la 

phase G1 et de la transition G1/S. Cdc25A est une phosphatase activatrice des complexes 

cycline B/Cdk1 durant l’entrée en phase M et cycline E/Cdk2 lors de l’entrée en phase S. 

Enfin, Plk1 est une kinase activatrice de Cdc25C permettant l’entrée en mitose. Plk1 

phosphoryle également la Cohésine permettant la séparation des chromatides. Nous avons 

mesuré l’expression de ces trois gènes à la suite de l’induction de H-RasV12 (figure 33). 

Figure 33 ❘ Analyse de l’expression des gènes du cycle cellulaire après 
induction de H-RasV12. H-RasV12 est induit dans les cellules à l’aide de 50 
ng.ml-1 de doxycycline pendant 48 h. Le niveau d’expression des ARNm de Myc, 
de Cdc25A et de Plk1 est déterminé par RT-qPCR. Le résultat est exprimé par 
rapport à l’expression de ces mêmes gènes dans des cellules contrôles non-induites 
et normalisé à RPLP0. Les écarts-types sont calculés sur une moyenne de 3 
expériences (***p<0,001).

À la suite de 48 h d’expression de H-RasV12, la transcription des gènes de 

Cdc25A et Plk1 est réprimée. En revanche, nous n’avons pas observé de variation de 

l’expression de Myc. Cdc25A et Plk1 étant des protéines impliquées dans la régulation de la 

transition G2/M et dans le déroulement de la mitose, ce résultat est cohérent avec le blocage 

du cycle en phase G2/M observé dans la figure 24.
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Figure 34 ❘ Analyse de l’expression des gènes du cycle cellulaire après 
extinction de p21Waf1. Les cellules sont transfectées avec un siRNA dirigé contre 
p21Waf1 ou avec un siRNA contrôle pendant 24 h puis H-RasV12 est induit dans 
les cellules à l’aide de 50 ng.ml-1 de doxycycline pendant 48 h. A. Les extraits 
totaux sont analysés en western blot à l’aide d’un anticorps monoclonal de lapin 
anti-p21Waf1. L’expression de la tubuline est utilisée comme contrôle de charge. A 
et B. Le niveau d’expression des ARNm de p21Waf1, de Cdc25A et de Plk1 est 
déterminé par RT-qPCR. Le résultat est exprimé par rapport à l’expression de ces 
mêmes gènes dans des cellules contrôles non-induites et normalisé à RPLP0. Les 
écarts-types sont calculés sur une moyenne de 3 expériences (***p<0,001 ; 
**p<0,01).

La protéine p21Waf1 est principalement connue en tant qu’inhibiteur de l’activité 

des complexes cycline/Cdk, mais elle a aussi été montrée comme étant capable de se fixer et 

de réguler l’expression des gènes Plk1 et Cdc25A (Vigneron et al., 2006 ; Zhu et al., 2002). 

Nous avons mesuré la régulation de ces gènes après avoir éteint l’expression de p21Waf1 

puis induit H-RasV12 (figure 34).  La figure 34A montre l'extinction de p21Waf1 après 

siRNA et induction de H-RasV12. La figure 34B montre l’expression des gènes de Cdc25A 

et de Plk1 après extinction de p21Waf1 et induction de H-RasV12. Nous avons constaté que 
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l'absence de p21Waf1 empêchait, de manière significative, la régulation négative des gènes de 

Cdc25A et Plk1 à la suite du stress oncogénique induit par H-RasV12. Nous avons voulu 

savoir si la surexpression de p21Waf1 permettait la régulation des promoteurs de ces gènes. 

Les cellules ont été transfectées avec des constructions de plasmides contenant le gène de la 

luciférase sous le contrôle des promoteurs de Cdc25A et de Plk1. Nous avons cotransfecté 

un pCMV-p21 pour surexprimer la protéine p21Waf1 dans les cellules HT29. L’activité de la 

luciférase dans les cellules transfectées avec le vecteur de p21Waf1 a été mesurée et 

rapportée sur celle mesurée dans les cellules transfectées avec le vecteur pCMV vide. Le 

résultat est présenté dans la figure 35.

Figure 35 ❘ Analyse de l’activation des promoteurs de Cdc25A et Plk1 par la 
surexpression de p21Waf1. Les cellules sont cotransfectées avec les vecteurs 
Plk1-luc ou Cdc25A-luc et avec un pCMV-p21. L’activité de la luciférase est 
mesurée puis les valeurs obtenues sont rapportées à celles obtenues de cellules 
transfectées avec un vecteur pCMV-vide. Les écarts-types sont calculés sur une 
moyenne de 3 expériences.

Les promoteurs des gènes de Cdc25A et Plk1 sont tous les deux significativement 

inhibés lors d’une surexpression de p21Waf1. Ce résultat confirme l’implication de p21Waf1 

dans l’inhibition de la transcription des gènes de Cdc25A et Plk1.

Nous avons alors étudié la liaison de p21Waf1 sur les promoteurs de Plk1 et de 

Cdc25A en réponse à l’oncogène Ras (figure 36). Nous avons examiné deux zones du 

promoteur de Plk1 après induction de H-RasV12, et nous avons observé le recrutement de 

p21Waf1 sur une zone distale située entre -371 et -191 avant le premier nucléotide transcrit. 

Nous n’avons pas détecté la présence de p21Waf1 sur le promoteur de Plk1 au niveau 

proximal, et p21Waf1 ne semblait pas être présent sur le promoteur de Cdc25A. En 

revanche, dans des cellules en croissance nous avons observé que le facteur de transcription 

E2F1 était présent au niveau de cette zone sur les deux promoteurs, et que sa fixation 
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diminuait lors de l’induction de H-RasV12. Cette diminution contribuerait à expliquer la 

chute de l’expression de Plk1 et Cdc25A à la suite de l’induction de H-RasV12.

Figure 36 ❘ Analyse du recrutement de p21Waf1 et E2F1 sur les promoteurs 
de Plk1 et Cdc25A après induction de H-RasV12. H-RasV12 est induit ou non 
pendant 48 h puis la chromatine est préparée pour examiner la liaison de protéines 
sur le promoteur de Plk1 à l’aide d’anticorps anti-p21Waf ou anti-E2F1. Une 
région contrôle de l’ADN est utilisée pour normaliser la quantification relative. Les 
résultats sont présentés en facteurs de recrutement par rapport à la valeur obtenue 
avec un anticorps anti-Gal4. Les écarts-types sont calculés sur une moyenne de 3 
expériences.

Ces résultats révèlent l’implication de la protéine p21Waf1 dans la régulation de 

l’expression des gènes du cycle cellulaire Plk1 et Cdc25A en réponse à l’oncogène Ras. 

p21Waf1 est nécessaire à l’inhibition de la transcription de ces gènes, et plus 

particulièrement, la figure 36 indique que p21Waf1 se fixe directement au promoteur de Plk1 

permettant, probablement, son inhibition.

D. Une population cellulaire échappe à l’arrêt du cycle cellulaire

L’expérience de clonogénicité représentée dans la figure 23, a révélé que la 

majorité des cellules arrêtaient de proliférer à la suite de l’expression de H-RasV12. Pourtant, 

nous avons constaté qu’un petit nombre de cellules avait tout de même été capable de 

former des colonies après huit jours d’expression de H-RasV12. Nous avons décidé 
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d’étudier ces cellules dans le but de déterminer les processus leur permettant d’échapper à la 

sénescence induite par H-RasV12.

Nous avons cultivé les cellules en présence de 50 ng.ml-1 de doxycycline. Après 

quelques jours, la majorité des cellules a arrêté de se diviser. Mais 4 à 5 semaines plus tard, 

certaines cellules recommencent à proliférer. La population cellulaire ainsi obtenue a été 

remise en culture et maintenue en présence de 50 ng.ml-1 de doxycycline. Plusieurs 

populations ont ainsi été produites et nommées d’un L (ou RasL pour « Ras, Longue 

induction ») suivi du chiffre correspondant à l’ordre dans lequel elles ont été obtenues. Le 

schéma expérimental est décrit dans la figure 37A. Tout d’abord, nous avons vérifié 

l’expression de H-Ras dans ces cellules. Nous avons observé que l’expression de H-Ras était 

maintenue et que Erk était phosphorylé (figure 37B). Les cellules ont donc recommencé – 

ou continué – à proliférer malgré le stress oncogénique induit par Ras.

Figure 37 ❘ Echappement des cellules HT29 à la mort induite par Ras. A. 
Schéma expérimental de la génération des cellules ayant échappé à l’arrêt de la 
prolifération. B. H-RasV12 est induit avec 50 ng.ml-1 de doxycycline pendant 24, 
48 h ou de manière continue pendant 5 semaines. Les extraits protéiques totaux 
sont analysés à l’aide d’anticorps monoclonaux de souris anti-H-Ras et anti-Erk 
(Y204). L’expression de la tubuline est utilisée comme contrôle de charge.
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1. Rétablissement de l’expression des gènes du cycle cellulaire dans les cellules 
ayant échappé à l’arrêt du cycle cellulaire induit par Ras

Les cellules ayant échappées sont capables de proliférer alors que l’induction de 

courte durée de H-RasV12 active le point de contrôle G2/M et empêche la prolifération. 

Nous avons mesuré l’expression de Cdc25A et Plk1 dans les cellules RasL, et comme nous 

l’attendions, l’expression des deux gènes se trouve rétablie (figure 38).

Figure 38 ❘ Analyse de l’expression des gènes du cycle cellulaire après 
l’échappement. H-RasV12 est induit dans les cellules à l’aide de 50 ng.ml-1 de 
doxycycline pendant 48 h ou de manière continue. Le niveau d’expression des 
ARNm de Cdc25A et de Plk1 est déterminé par RT-qPCR. Le résultat est exprimé 
par rapport à l’expression de ces mêmes gènes dans des cellules contrôles non-
induites et normalisé à RPLP0. Les écarts-types sont calculés sur une moyenne de 
3 expériences.

2. Perte de l’expression de p21Waf1 dans les cellules ayant échappé à l’arrêt du 
cycle cellulaire induit par Ras

p21Waf1 étant responsable de l’arrêt du cycle cellulaire lors de l’induction de H-

RasV12, nous avons mesuré son expression après l’échappement des cellules à la sénescence. 

La figure 39 montre que les trois populations produites au cours de différentes expériences 

d’induction de H-RasV12 n’expriment plus la protéine p21Waf1 ni son ARN. Les cassures 

de l’ADN semblent nécessaires à l’expression de p21Waf1. Les cellules ayant échappé à 

l’arrêt du cycle n’exprimant plus p21Waf1, nous avons voulu savoir si elles avaient réparé les 

cassures de l’ADN induite par Ras pour pouvoir recommencer à proliférer. Nous avons alors 

observé l’état de phosphorylation de l’histone H2Ax et constaté qu’il était plus important 

dans les RasL qu’après 48 h d’expression de H-RasV12 indiquant des dommages plus 

nombreux (figure 39A). Les cellules ayant échappé à la sénescence induite par Ras ont donc 
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continué à proliférer malgré de nombreux dommages de l’ADN, probablement sans avoir 

mis en place les systèmes de réparation des cassures.

Figure 39 ❘ Analyse de l’expression de p21Waf1 et des cassures de l’ADN 
après échappement à la sénescence induite par H-Ras. A. H-RasV12 est 
induit avec 50 ng.ml-1 de doxycycline pendant 24, 48 h ou de manière continue. 
Les extraits protéiques totaux sont analysés à l’aide d’un anticorps monoclonal de 
lapin anti-p21Waf1 et d’un anticorps monoclonal de souris anti-γH2Ax (S139). 
L’expression de la tubuline est utilisée comme contrôle de charge. B. H-RasV12 est 
induit pendant 48 h ou de manière continue et le niveau d’expression d’ARNm de 
p21Waf1 est déterminé par RT-qPCR. Le résultat est exprimé par rapport à 
l’expression de p21Waf1 dans des cellules contrôles non-induites et normalisé à 
RPLP0. Les écarts-types sont calculés sur une moyenne de 3 expériences.

Ces résultats suggèrent que les cellules qui échappent à l’arrêt du cycle cellulaire 

dû au stress génotoxique induit par H-RasV12 prolifèrent malgré un grand nombre de 

cassures de l’ADN. Les points de contrôle du cycle cellulaire sont outrepassés dans ces 

cellules et la progression du cycle cellulaire, malgré la présence de dommages, conduit 

probablement à une forte instabilité génomique.
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Chapitre II : Ras induit l’EMT

Dans la première partie de ce travail, nous avons montré que des cellules 

transformées étaient encore capables de répondre à un stress oncogénique par l’induction de 

la sénescence malgré l'absence de p16Ink4a et d’une forme active de p53. Nous avons 

observé que l’expression de p21Waf1 faisant suite à l’induction de Ras était responsable de 

l’inhibition de la transcription des gène du cycle cellulaire Cdc25A et Plk1. Au cours de ces 

travaux, nous avons noté qu’une population cellulaire échappait aux mécanismes de 

sénescence. Dans cette population nous avons détecté une importante quantité de cassures 

de l’ADN en observant l’état de phosphorylation de l’histone H2Ax. Les dommages de 

l’ADN, s’ils ne sont pas réparés, peuvent conduire à une importante instabilité génomique et 

permettre la poursuite de la tumorigenèse. Le rôle de l’EMT dans la tumorigenèse a 

principalement été décrit comme un processus permettant l’invasion tissulaire et l’apparition 

de métastases, mais il a aussi décrit comme permettant la transformation cellulaire initiale 

(Ansieau et al., 2008).

Dans cette deuxième partie, nous nous sommes interrogés sur le rôle éventuel de 

l’EMT dans le processus d’échappement s’opérant dans notre modèle d’étude.

A. Les cellules ayant échappé au stress oncogénique adoptent un phénotype de 
cellules invasives

1. Instabilité génomique et invasion

Nous avons vu que la surexpression de H-RasV12 conduisait à l’apparition de 

cassures de l’ADN dans les HT29 et que les cellules qui échappaient à la réponse à ces 

dommages présentaient toujours une phosphorylation de l’histone H2Ax. Nous avons 

mesuré γH2Ax dans les cellules ayant échappé à l’arrêt du cycle cellulaire (cellules RasL) 

pour déterminer si les cassures de l’ADN étaient présentes dans toutes les cellules. Les 

cellules HT29 H-RasV12 cultivées sans doxycycline ont été utilisées comme cellules 

contrôles non-marquées (figure 40).

Résultats

114



Figure 40 ❘ Analyse de l’expression de γH2Ax dans les cellules RasL4 et 
RasL5. Les cellules RasL et HT29 sont incubées avec un anticorps IgG1κ de 
souris, reconnaissant la forme phosphorylée de H2Ax, anti-γH2Ax et couplé 
Alexa488 puis analysées par cytométrie en flux. Les histogrammes représentent la 
répartition des cellules en fonction de la fluorescence détectée et sont 
représentatifs de trois expériences.

Le résultat présenté dans la figure 40 montre que dans les cellules RasL4 et 

RasL5, deux populations se démarquent. Une première population semble être faiblement 

marquée et se superpose au pic représentant le marquage des cellules contrôles. La deuxième 

population de cellules présente un marquage plus important de γH2Ax témoignant d’un plus 

grand nombre de cassures de l’ADN.

Les SAHF sont des foci d’hétérochromatine caractéristiques de l’état de 

sénescence dans les cellules. Nous avons analysé leur présence dans les cellules RasL ayant 

échappé à l’arrêt du cycle cellulaire et dans les cellules exprimant H-RasV12 pendant 60 h. La 

figure 41 montre que les cellules présentent de nombreux SAHF après 60 h d’expression de 

H-RasV12 qui disparaissent dans les cellules RasL. Ce résultat indique que les mécanismes 

de sénescence ont été inhibés dans les cellules ayant traversé le stress oncogénique induit par 

Ras.

Figure 41 ❘ Analyse de la présence de SAHF dans les cellules RasL4 et 
RasL5. H-RasV12 est induit dans les cellules HT29 à l’aide de 50 ng.ml-1 de 
doxycycline pendant 60 h ou de manière continue (RasL). L’ADN des cellules est 
marqué à l’aide de DAPI puis analysé par microscopie à fluorescence à un 
grossissement de 200 fois.
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Malgré les nombreux dommages subis par l’ADN dans les cellules RasL, elles 

n’expriment plus les caractéristiques de cellules sénescentes. Les cellules poursuivent alors 

leur cycle cellulaire en dépit de nombreuses cassures de l’ADN, créant ainsi une forte 

instabilité génomique. Cette instabilité génomique peut conduire à de nouvelles 

modifications du génome et être à l’origine d’un phénotype plus agressif  des cellules.

Lors de la formation des sphéroïdes, les cellules HT29 s’organisent en une sphère 

délimitée. Nous avons observé que les sphéroïdes formés à partir des lignées RasL étaient 

moins délimités que ceux formés à partir des cellules HT29 sans induction de l’expression de 

Ras (figure 42). En revanche, les sphéroïdes construits à partir des cellules RasL sont moins 

définies et présentent de petits amas cellulaires autour de la sphère principale. L’induction de 

courte durée de H-RasV12 n’a pas permis la formation de sphéroïdes. Les cellules n’ont pas 

formé d’amas.

Figure 42 ❘ Étude du développement des cellules sous la forme de 
sphéroïdes. Les cellules HT29 non-induites ou RasL4, L5 et L6 sont mise en 
culture dans 10 μl de milieu de culture complet en suspension sur le couvercle 
d’une plaque 96 puits. 72 h plus tard, les amas formés sont déposés sur agarose en 
milieu complet, puis, 5 jours plus tard, les sphéroïdes ainsi formés sont observés au 
microscope optique à contraste de phase à un grossissement de 200 fois.

La formation de nouveaux amas cellulaires autour des sphéroïdes formés par les 

RasL nous a amené à nous interroger sur le potentiel invasif des cellules RasL. En 

collaboration avec l’équipe 9 de l’unité Inserm U892 du Docteur Philippe Juin à Nantes, 

nous avons réalisé un test d’invasion en chambre de Boyden avec Matrigel (figure 43). Ce test 

nous a permis de constater que l’expression de H-RasV12 conduisait à l’augmentation du 

pouvoir invasif des cellules. En effet, le nombre de cellules RasL à avoir traversé la 

membrane est plus important que pour les cellules HT29 ne surexprimant pas H-RasV12. 

Nous avons été étonnés de constater que l’induction de H-RasV12 pendant 48 h seulement 

suffisait à augmenter le pouvoir prolifératif des cellules. Malgré la diminution de la 

prolifération et l’induction de la sénescence, les cellules HT29 exprimant H-RasV12 depuis 

48 h semblent déjà présenter un pouvoir invasif.

HT29 RasL4 RasL5 RasL6
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Figure 43 ❘ Analyse du pouvoir invasif des cellules en chambres de Boyden. 
Après 12 h d’incubation à 37°C, le nombre de cellules ayant migré à travers des 
membranes recouvertes de matrigel est compté. Une moyenne est calculée à partir 
de 5 comptages effectués au microscope optique à un grossissement de 200 fois.

2. Apparition d’un phénotype de cellules mésenchymateuses

L’EMT conduisant à la perte des molécules d’adhésion et à l’apparition d’un 

phénotype mésenchymateux, nous avons décidé d’étudier l’expression de ces molécules dans 

les cellules RasL. Deux des événements caractéristiques d’une EMT sont la perte de l’E-

cadhérine et l’augmentation d’expression de la vimentine.

Figure 44 ❘ Analyse de l’expression des marqueurs de l’EMT dans les 
cellules RasL. A. H-RasV12 est induit avec 50 ng.ml-1 de doxycycline pendant 48 
h ou de manière continue. Les extraits protéiques totaux sont analysés à l’aide d’un 
anticorps monoclonal de souris anti-E-cadhérine. L’expression de la tubuline est 
utilisée comme contrôle de charge. B. H-RasV12 est induit pendant 48 h ou de 
manière continue et le niveau d’expression d’ARNm de la vimentine est déterminé 
par RT-qPCR. Le résultat est exprimé par rapport à l’expression de la vimentine 
dans des cellules contrôles non-induites et normalisé à RPLP0. Les écarts-types 
sont calculés sur une moyenne de 3 expériences.

La figure 44 représente l’analyse de l’expression de l’E-cadhérine et de la 

vimentine après 48 h d’expression de H-RasV12 ou dans deux populations de cellules RasL. 

La figure 44A montre une nette perte d’expression de l’E-cadhérine dans les cellules RasL. 
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En revanche, cette diminution est très peu perceptible après seulement 48 h d’expression de 

H-RasV12. La figure 44B montre que les cellules RasL expriment un plus fort taux d’ARN 

de la vimentine que les cellules initiales. Ces événements indiquent que les cellules RasL 

semblent avoir subi une EMT.

Le CD138, autrement nommé Syndecan1, est une protéine transmembranaire 

exprimée par les cellules épithéliales. Cette protéine participe à la régulation de la 

prolifération cellulaire, de la migration cellulaire et des interactions entre les cellules et avec la 

matrice. La perte de cette molécule a déjà été corrélée avec la transition épithélio-

mésenchymateuse dans le carcinome épidermoïde de la langue (Vered et  al., 2010), ou dans le 

cancer de la prostate (Contreras et al., 2010). Nous avons étudié l’expression de CD138 dans 

les cellules ayant échappées à la sénescence. Les histogrammes de la figure 45 représentent le 

nombre de cellules en fonction de l’expression de CD138. Tout d’abord, nous avons 

constaté que la majorité des cellules initiales HT29 exprimaient une quantité importante de 

CD138. Nous avons également observé que, parmi les populations de cellules RasL étudiées, 

toutes montraient l’apparition d’un nombre important de cellules exprimant une faible 

quantité de CD138. Ce résultat suggère qu’une population de cellules ayant échappé à la 

sénescence a perdu l’expression de CD138. La perte de CD138 est associée à une EMT, les 

cellules ayant perdu l’expression de CD138 ont probablement subi une EMT.

Figure 45 ❘ Analyse de l’expression de CD138 dans les cellules RasL4, L5 et 
L6. Les cellules RasL et HT29 sont marquées avec un anticorps IgG1κ de souris 
anti-CD138 couplé FITC puis analysées par cytométrie en flux. Les histogrammes 
représentent la répartition des cellules en fonction de la fluorescence détectée et 
sont représentatifs de trois expériences.

Une étude menée au laboratoire par Anthony Bourreau a consisté en une 

approche globale du protéome de tumeurs colorectales. Cette étude a permis de comparer 

l’expression des protéines de tumeurs mutées ou non sur KRAS à un pool de tissus sain. Ce 
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travail a permis de mettre en évidence la variation d’expression de nombreuses protéines 

dans les cellules tumorales par rapport aux cellules normales issues de tissus sains, ainsi 

qu’en fonction du statut de KRAS. Parmi ces protéines, la Villin1 voyait son expression 

diminuer de manière significative dans les tumeurs par rapport au regroupement de tissus 

sain. Cette protéine est notamment impliquée dans la régulation de la migration et dans 

l’EMT. Elle est également un marqueur des cellules épithéliales.

Figure 46 ❘ Analyse de l’expression de la Villin1 après induction de H-
RasV12. H-RasV12 est induit pendant 48 h ou de manière continue et le niveau 
d’expression d’ARNm de la Villin1 est déterminé par RT-qPCR. Le résultat est 
exprimé par rapport à l’expression de la Villin1 dans des cellules contrôles non-
induites et normalisé à RPLP0. Les écarts-types sont calculés sur une moyenne de 
4 expériences (***p<0,001 ; **p<0,01).

La figure 46 représente la variation de l’expression de la Villin1 dans les cellules 

qui expriment H-RasV12 depuis 48 h ou bien dans celles qui ont échappé à la sénescence. 

Nous avons vu que, globalement, l’expression constante de l’oncogène Ras et l’échappement 

à la sénescence conduisaient à l’inhibition de l’expression de la Villin1. Cette donnée vient 

corroborer l’observation du phénotype post-EMT que nous avons observé. Notons la perte 

considérable de la Villin1 dans les cellules induites pour H-RasV12 durant 48 h. 

Contrairement aux autres marqueurs de l’EMT, la diminution de l’expression de cette 

protéine semble indiquer un EMT précoce.

3. Apparition d’un phénotype de cellules souches

L’EMT conduit à une dédifférenciation des cellules et de nombreuses études 

décrivent ce processus comme étant capable d’induire un phénotype de cellules souches 

(Battula et al., 2010 ; Taube et al., 2010 ; Zavadil, 2010). L’expression des molécules de surface 

CD24 et CD44 permet d’estimer la proportion de cellules souches dans une lignée cellulaire. 
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Nous avons effectué un double marquage de CD24 et CD44 après 48 h d’expression de H-

RasV12 et dans les cellules RasL. Nous avons observé un léger décalage du pic du nombre 

de cellules marquées sur CD24 dans les RasL4 et RasL5 par rapport aux cellules initiales 

(figure 47A). Le marquage de CD44 révèle, dans la lignée RasL4, une augmentation de la 

population de cellules exprimant une forte expression de CD44. Cette observation ne 

semble pas probante pour la lignée RasL5 dans cette expérience. La figure 47B est un 

histogramme représentant le pourcentage de cellules exprimant à la fois, une forte 

expression de CD44 et une faible expression de CD24. Ce phénotype est représentatif de la 

présence de cellules souches dans la population cellulaire. Nous avons pu constater une 

augmentation du nombre de cellules de phénotype CD24low/CD44high dans les lignées RasL4 

et RasL5, indiquant une augmentation du nombre de cellules souches dans les cellules qui 

ont échappé à l’OIS.

Figure 47 ❘ Analyse de l’expression des molécules de surface CD24 et CD44 
dans les cellules ayant échappé à l’OIS. A. Les cellules RasL sont marquées 
avec des anticorps IgG2aκ anti-CD24 couplé FITC et anti-CD44 couplé PE puis 
analysées par cytométrie en flux. Les histogrammes représentent la répartition des 
cellules en fonction de la fluorescence détectée et sont représentatifs de trois 
expériences. B. L’histogramme représente le pourcentage de cellules de phénotype 
CD24low/CD44high dans les trois lignées cellulaires par rapport au nombre total de 
cellules. Les moyennes sont calculées à partir de deux expériences.

B. Implication de la voie Jag1/Notch3 dans l’échappement 

La voie Notch est impliquée dans l’EMT ainsi que dans la tumorigenèse. En 

2008, McMurray et ses collaborateurs ont comparé des cellules murines de côlon exprimant 
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ou non la forme muté de Ras H-RasV12 ainsi qu’une forme mutée de p53. Les résultats 

obtenus par puce à ADN ont permis de monter l’implication de 95 gènes dans la 

coopération entre les mutations de Ras et de p53 pour induire la tumorigenèse et 

l’échappement à l’OIS (McMurray et al., 2008). Nous avons émis l’hypothèse que les facteurs 

de transcription qui voyaient leur expression diminuer, uniquement lorsque les deux 

mutations étaient présentes et dans des cellules capables de proliférer, pourraient avoir un 

rôle dans le processus d'échappement à la sénescence dans notre modèle. En effet, si ces 

facteurs de transcription sont responsables de l’échappement à l’OIS, alors il est probable 

que leur expression augmente dans les cellules induites pour l’oncogène Ras. Parmi ces 

facteurs de transcription Notch3 a attiré notre attention car cette protéine est notamment 

impliquée dans l’EMT. Nous avons alors mesuré son expression dans nos cellules (figure 48).

Figure 48 ❘ Analyse de l’expression des protéines Notch après expression de 
H-RasV12. A. H-RasV12 est induit dans les cellules à l’aide de 50 ng.ml-1 de 
doxycycline pendant 48 h. Le niveau d’expression des ARNm de Notch1, 2, 3 et 4 
est déterminé par RT-qPCR. Le résultat est exprimé par rapport à l’expression de 
ces mêmes gènes dans des cellules contrôles non-induites et normalisé à RPLP0. 
Les écarts-types sont calculés sur une moyenne de 3 expériences. B. H-RasV12 est 
induit avec 50 ng.ml-1 de doxycycline pendant 24, 48 h ou de manière continue. 
Les extraits protéiques totaux sont analysés à l’aide d’un anticorps polyclonal de 
lapin anti-Notch3. L’expression de la tubuline est utilisée comme contrôle de 
charge.

Nous avons observé une légère surexpression de l’ARN de Notch3 mais pas des 

autres formes de Notch à la suite de 48 h d’induction de H-RasV12 (figure 48A). Les 

protéines Notch étant des protéines transmembranaires, leur activité en tant que facteur de 

transcription n’est possible qu’à la suite d’un clivage au niveau de leur domaine 

transmembranaire. Nous avons alors examiné la présence d’une forme clivée de Notch3 par 

western blot (figure 48B). La forme clivée à activité transcriptionnelle de Notch3 est décrite 

à 90 kD. Nous n’avons pas observé la forme totale de Notch3, probablement parce que la 
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lyse que nous avons effectuée ne nous a pas permis d’extraire les protéines 

transmembranaires. En revanche, nous avons constaté une augmentation de l’expression de 

la forme clivée de Notch3 après 48 h d’induction de H-RasV12 et nous avons également pu 

voir que ce clivage diminuait, à nouveau, dans les cellules RasL4 et RasL5, ayant échappées à 

la sénescence.

Nous avons également mesuré l’expression des différents ligands de Notch : Jag 

et Delta-like (DLL) qui sont impliqués dans l’activation du clivage des différentes formes de 

Notch (figure 49). Nous avons constaté que Jag1, mais pas Jag2, ni les formes de Delta-like, 

était surexprimé d’un facteur proche de 10 après induction de H-RasV12. Nous avons alors 

testé son expression dans les cellules RasL et nous avons vu qu’après une forte expression de 

Jag1 au cours de la réponse précoce au stress oncogénique, cette expression diminuait de 

plus de la moitié (figure 49B).

Figure 49 ❘ Analyse de l’expression des ligands de Notch après expression 
de H-RasV12. A. H-RasV12 est induit dans les cellules à l’aide de 50 ng.ml-1 de 
doxycycline pendant 48 h. Le niveau d’expression des ARNm de Dll1, Dll3, Jag1 et 
Jag2 est déterminé par RT-qPCR. Le résultat est exprimé par rapport à l’expression 
de ces mêmes gènes dans des cellules contrôles non-induites et normalisé à 
RPLP0. Les écarts-types sont calculés sur une moyenne de 3 expériences.

Ces résultats semblent indiquer que la voie de Notch3/Jag1 est activée dans les 

cellules HT29 à la suite de l’expression de H-RasV12. Étant impliquée dans l’EMT, la voie 

Notch3/Jag1 pourrait avoir un rôle dans l’induction de l’EMT lors de l’échappement des 

cellules à l’OIS. L’expression de Jag1 est augmentée lors de l’induction de H-RasV12 et est 

probablement responsable du clivage de Notch3. Le clivage de Notch3 est nécessaire à sont 

activation. Elle est transitoire et ce facteur de transcription n’est plus activé dans les cellules 

ayant échappé à l’OIS. Nous pouvons faire l’hypothèse que ce clivage serait impliqué dans 
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l’induction de l’EMT permettant l’échappement des cellules, il ne serait alors plus nécessaire 

une fois la sénescence inhibée.
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Chapitre III : L’échappement à l’OIS induit par 
p21Waf1 conduit à la dédifférenciation cellulaire et à 
la dépendance aux protéines anti-apoptotiques Bcl-Xl 
et Mcl1

Les travaux effectués au cours de cette thèse ont fait l’objet d’un article soumis à 

Journal of  Biological Chemistry. Cet article est actuellement en cours de révision. Les 

commentaires des critiques choisis pour juger ces travaux sont exposés en annexe 2.

Dans cet article, nous avons montré que p21Waf1 permettait l’OIS dans la lignée 

colorectale HT29 indépendamment de p53 et de p16Ink4a. À la suite de l’expression 

oncogénique de Ras dans cette lignée, nous avons observé que p21Waf1 empêchait 

l’expression de gènes responsables de la transition en phase G2 du cycle cellulaire, Plk1 et 

Cdc25A. De plus, nous avons montré que les cellules ayant échappé à l’OIS proliféraient 

malgré de nombreux dommages de l’ADN conduisant à une forte instabilité génomique. 

Nous avons vu que ces cellules, avaient subi une EMT et avaient activé les voies de survie 

dépendantes de Bcl-Xl et Mcl1. Nous avons fait l’hypothèse que l’EMT participe à 

l’échappement à l’OIS et que la perte de p21Waf1 est nécessaire à l’EMT.

L’identification des mécanismes contrôlant l’échappement à l’OIS constitue une 

voie d’étude intéressante car cet événement est responsable de la progression de la 

tumorigenèse.
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Oncogene-Induced-Senescence (OIS) is a tumor 

suppressor response which induces permanent 

cell cycle arrest in response to oncogenic 

signaling. Through the combined activation of 

the p53-p21 and p16-Rb suppressor pathways, 

OIS leads to the transcriptional repression of 

proliferative genes. Whereas this protective 

mechanism has been essentially described in 

primary cells, we suprisingly observed in this 

study that the OIS program is conserved in the 

established HT29 colorectal cell line. In 

response to the ras oncogene and despite the 

inactivation of p53 and p16INK4, HT29 cells 

enter senescence, upregulate p21waf1 and 

induce senescence-associated heterochromatin 

foci formation. In addition, the cycle inhibitor 

prevents the expression of the cdc25A and 

PLK1 genes to induce G1 and G2 arrest. Using 

ChIP and luciferase experiments, we have 

observed that p21waf1 binds to the PLK1 

promoter to induce its downregulation during 

OIS induction. Following 4-5 weeks, several 

clones were able to resume proliferation and 

escape this tumor suppressor pathway. Tumor 

progression was associated with p21waf1 

downregulation and cdc25A and PLK1 

reexpression. In addition, OIS and p21waf1 

escape was associated with an increase in DNA 

damage, an induction of the EMT program and 

an increase in the proportion of cells expressing 

the CD24low/CD44high phenotype. Results also 

indicate that malignant cells having escaped 

OIS rely on survival pathways induced by Bcl-

xL/Mcl-1 signaling. In light of these 

observations, it appears that the transcriptional 

functions of p21waf1 are active during OIS and 

that the inactivation of this protein is associated 

with cell dedifferencation and enhanced 

survival. 

 

 

 Oncogene-Induced-Senescence (OIS) is a 

powerful antitumor mechanism that induce 

permanent cell cycle arrest in response to 

abnormal proliferative signals (1). Originally 

described in cell culture, OIS has been recently 

shown to occur also in vivo as an early protection 

against carcinogenesis. Its induction involves the 

combined activities of p53 and p21waf1 to inhibit 

cell cycle progression and of p16Ink4 and Rb to 

induce the transcriptional repression of 

proliferative genes through heterochromatin 

formation (2). Senescent cells are characterized by 

an enlarged morphology, by an increased activity 

of !-galactosidase and by the presence of 

senescence-associated heterochromatic foci 

(SAHF). Through their combined inhibitory 

effects on cyclin-cdk complexes, the p16INK4 and 

p21waf1 inhibitors play an essential role in OIS 

induction and in the consequent tumor 

suppression. 

 The p21waf1 protein was originally 

identified as a transcriptional target of the p53 

tumor suppressor gene and as an inhibitor of 

cyclin-cdk complexes and DNA replication (3-6). 

Gene inactivation studies have also demonstrated 

essential roles of p21waf1 during DNA damage 

and chemotherapy responses (7,8). Besides its 

classical role as a cyclin/cdk inhibitor, p21waf1 is 

also recruited to the promoters of cell cycle genes 

to prevent proliferation. We and others have 

shown that this protein regulates various 

transcription factors involved in the G0/G1 

transition such as NF-kB, Myc, E2F, and STAT3 

(9-12). To regulate gene transcription, it is 

believed that p21waf1 modifies the activity of the 

CBP histone acetylase and of the cyclin-cdk 

complexes associated with the initiation complex 

(13-17).  

 In light of these observations, we and 

others have proposed that p21waf1 simultaneously 

targets growth promoting genes and cdk activity to 
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induce cell-cycle arrest (9,10,18). However, 

although transcriptional functions of p21waf1 

have been described following overexpression or 

in response to chemotherapy treatment, it remains 

to be determined if this also occurs during OIS 

and which promoters are targeted by p21waf1 to 

restrain an abnormal oncogenic activity. This 

activity has already been demonstrated for the 

p14Arf tumor suppressor since this protein can 

interact with the Myc oncogene to prevent the 

activation of proliferative genes. Chromatin 

immunoprecipitation experiments (ChIP) have 

shown that Arf is recruited to the promoter of Myc 

target genes in association with the Myc/Max 

complex (19). 

 In this study, we have further 

characterized OIS induction and the corresponding 

transcriptional functions of p21waf1 in colorectal 

cells. Using HT29 cells as a model of an 

established cell line that has inactivated both p53 

and p16INK4, we surprisingly observed that OIS 

is still functional in these cells, despite the fact 

that this suppressor response is essentially 

considered to be active in primary cells. During 

OIS, we also found that p21waf1 prevents cdc25A 

and PLK1 expression and binds to the promoter of 

the PLK1 gene. As an essential mechanism of 

tumor suppression, the OIS pathway has to be 

inactivated during tumor progression. We 

effectively observed that several clones escaped 

this protective pathway and that this was 

associated with the inhibition of p21waf1 

transcription and with the reexpression of cdc25A 

and PLK1. In addition, senescence escape was 

also associated with increased DNA damage, and 

with signs of epithelial-mesenchymal transition. 

Interestingly, these malignant cells show enhanced 

dependency to  Bcl-xL/Mcl-1 signaling, 

suggesting that pro-apoptotic pathways are 

generated during OIS escape and EMT induction. 

 Therefore, our results indicate that OIS 

can be conserved in established cell lines and that 

p21waf1 functions as a transcriptional inhibitor 

during this protective pathway. This function is 

inactivated during tumor escape and this is 

associated with genomic instability, cell 

dedifferenciation and as a consequence 

upregulation of survival signals. These results also 

suggest that some estabished cell lines can still be 

used as an experimental model of tumor 

progression. 

 

MATERIALS AND METHODS 

 

Cell line 

The human colon adenocarcinoma cell line HT29 

(American Type Culture Collection, ATCC) was 

maintained in antibiotic-free RPMI 1640 medium 

(Lonza). Cultures were supplemented with 10% 

fetal bovine serum. Cell lines were maintained at 

37°C in 5% carbon dioxide and were tested to rule 

out mycoplasma contamination. 

 

Cell transfection and stable screening  

For transfection experiment, HT29 cells were 

seeded into 60 mm culture dishes and grown until 

80% confluence. The empty plasmid pcDN4/T0 

and the pcDNA4/H-rasV12 were stably co-

transfected with the pcDNA6/TR using 

Lipofectamine 2000 reagent (Invitrogen) 

according to the manufacturer’s instruction. HT29 

cells were selected with 100 !g/ml blasticidin 

(Sigma Aldrich) and 500 !g/ml zeocin 

(Invitrogen) for 2 weeks and maintained in RPMI 

1640 medium supplemented with 10% fetal 

bovine serum containing 100 !g/ml zeocin and 2,5 

!g/ml blasticidin. H-RasV12 expression was 

induced by 50 ng/ml doxycycline for 48 hr. RasL 

lines were obtained after 5 weeks of H-RasV12 

induction. After selection, RasL were maintained 

in RPMI 1640 medium supplemented with 10% 

fetal bovine serum containing 100 !g/ml zeocin, 

2,5 !g/ml blasticidin and 50 ng/ml doxycycline. 

 

Clonogenic assay 

HT29 cells were seeded at 800 cells into 6 well 

cell culture plates and incubated at 37°C in a 5% 

CO2 atmosphere. Cells were then treated with 50 

ng/ml doxycycline (Sigma Aldrich) for 8 days, 

washed twice with PBS and stained with 0,1% 

crystal violet. The colonies were then washed 

twice with water and colonies exceeding 50 cells 

were visualized with a Bio-Rad Chemi Doc 

XRS Imaging device and counted using Quantity 

One imaging software (Bio-Rad). The survival 

fraction was determined as the ratio of the number 

of colonies observed with doxycyclin to the 

number of cells without doxycyclin, adjusted to 

the plating efficiency. 

 

Western Blotting 

Following cells lysis at  4°C (50 mM Tris-HCl pH 

8,1 ; 1% SDS ; 10 mM EDTA ; 1 mM PMSF ; 10 

µg/ml aprotinine ; 10 µg/ml leupeptine ; 10 µg/ml 

pepstatine ; 1 mM Na3V04 ; 50 mM NaF), lysats 

were sonicated and then boiled for 3 min. Proteins 

were separated on a polyacrylamide sodium 

dodecylsulfate-containing gel and transferred to a 

PVDF membrane. Following a 1 hr incubation in 

3% BSA, TBS 0,1% Tween 20, membranes were 

incubated overnight at 4°C with mouse 

monoclonal anti-HRas (1:1000, Santa Cruz sc-29), 

mouse monoclonal anti-ERK (Y204) (1:1000, 

Santa Cruz sc-7383), goat polyclonal anti-p14ARF 
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(1:600, Santa Cruz sc-8613), rabbit monoclonal 

anti-p21 antibody (1:1000, Cell Signaling 2947), 

mouse monoclonal anti-!H2Ax (1:1000, Upstate 

05-636), mouse monoclonal anti-"tubulin (1:1000, 

Santa Cruz sc5286) HSC70 (1:1000, Santa Cruz 

sc7298), E-Cadherin (1:1000, Abcam 1416). 

Membranes were then washed twice with TBS 

with 0.1% Tween 20 and incubated for 1 hr with 

peroxidase-conjugated secondary antibodies 

(Santa Cruz). Revelation was performed by 

chemiluminescence with a Bio-Rad Chemi Doc 

XRS Imaging device (Bio-Rad). 

 

Promoter activity assay 

Cells were seeded into 6 well cell culture plates 24 

hr prior to transfection. Reporter constructs were 

transfected into HT29 cells by lipofectamine 

(Invitrogen). Twenty-four hours after transfection, 

luciferase activity was determined by the Dual-

Glo luciferase reagent (Promega) and measured 

using a Packard Topcount scintillation counter. 

The reporter luciferase was normalized to Renilla 

luciferase and the ratio of luminescence from the 

experimental reporter to luminescence from the 

control reporter was calculated. 

 

Chromatin Immunoprecipitation Assays 

ChIP experiments were performed as previously 

described (20,21). Briefly, HT29 cells were fixed 

with 1% formaldehyde. After 10 min, cells were 

washed with ice-cold Tris-buffered saline and 

lysed with 500 µl of ChIP buffer (50 mM Tris-HCl 

pH 8,1; 1% SDS ; 10 mM EDTA; 1 mM PMSF; 

10 µg/ml aprotinine; 10 µg/ml leupeptine; 10 

µg/ml pepstatine; 1 mM Na3V04; 50 mM NaF). 

Chromatin was sheared by sonication to an 

average size of 500 bp. The chromatin solution 

was diluted with 1 volume of dilution buffer (2 

mM EDTA; 20 mM Tris-HCl pH 8,1; 1% Triton 

X100; 0,1% NP40; 150 mM NaCl; 1 mM PMSF; 

10 µg/ml aprotinine; 10 µg/ml leupeptine; 10µg/ml 

pepstatine; 1 mM Na3V04; 50 mM NaF) and 

incubated 1 hr at 4°C on a rotating platform with 

of protein A-agarose and protein G-sepharose 

which was pretreated with sheared DNA salmon 

sperm. Chromatin was then incubated overnight at 

4°C on a rotating platform with 1 µg of the anti-

p21, anti-E2F1 or anti-Gal4 antibodies. Following 

precipitation with A-agarose and protein G-

sepharose (pretreated with sheared DNA salmon 

sperm), chromatin was eluted with elution buffer 

(1% SDS ; 100 mM NaHCO3) for 5 hr at 65°C. 

DNA was extracted with phenol-chloroform, 

precipitated with ethanol, allowed to air dry, and 

then dissolved in 100 µl of sterile H2O. Four µl of 

the DNA samples were then subjected to PCR 

amplification. 

 

Flow cytometry 

Cells were fixed with 1% formaldehyde at RT for 

10 min, washed twice with PBS and incubated 

with 70% ethanol at -20°C for 20 min. Cells were 

then incubated with 1 µg of anti-!H2Ax (1:50, BD 

Biosciences 560445), anti-CD24 (1:50, BD 

Biosciences 555427), anti-CD44 (1:50, BD 

Biosciences 555479). Cells were incubated for 1 

hr at room temperature and samples were analyzed 

by FACS (LSR II, BD Biosciences). 

 

siRNA 

To downregulate p21
Waf1

 expression, HT29 cells 

were transfected with 2,5 nM CDKN1A ON-

TARGETplus SMARTpool, (Dharmacon), or ON-

TARGETplus Non-Targeting Pool (Dharmacon) 

using DharmaFect-4 (Dharmacon) according to 

the manufacturer’s instructions. H-RasV12 

induction was done 24 hr after. 

 

Spheroids 

10 #l drops containing 1000 cells were suspended 

on the lids of agar-coated 96-well plates 

containing 200 #l of culture media. After a 96h 

time period required for cell agregation, the 

spheroids were transferred to RMPI culture medim 

and maintained for 8 days. 

 

Transwell migration assay 

The underside of the transwell (8 #m pore size; 

Falcon) was precoated with matrigel (100#g/mL, 

Sigma E1270) or collagen type I (Col-I; 10 

#g/mL). Next, 100 cells were loaded onto the 

upper chamber and the lower chamber was filled 

with serum-free medium. Cells were incubated for 

12 h at 37°C, fixed with 4% paraformaldehyde, 

and stained with DAPI. Non-migrating cells 

retained on the upper side were removed by 

wiping with a cotton swab. Cells that had migrated 

through the filter were counted and averaged from 

5 randomly chosen microscopic fields using a 20$ 

objective.
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RESULTS 

 

OIS is still functional in HT29 cells despite the 

inactivation of p53 and p16INK4  

Several studies have shown that oncogenes induce 

growth arrest and senescence but it is generally 

believe that this protective pathway occurs 

essentially in primary cells to restrain the initial 

events of cell transformation (22,23). To extend 

this observation, we wanted to determine if OIS is 

conserved in established colorectal cell lines, in 

the absence of intact p53 and p16INK4 signaling. 

To this end, we generated HT29 cell lines 

expressing the H-Ras
v12

 oncogene under the 

control of a doxycyclin-inducible promoter. p53 is 

mutated in this cell line whereas p16INK4 is not 

expressed, probably as a consequence of promoter 

methylation. As expected, Western blot 

experiments indicated that ras was upregulated in 

response to doxycyclin and that the Erk1/2 kinase 

was activated (Figure 1A). Consequently, we 

observed under theses conditions that p14Arf was 

also upregulated in response to the ras oncogene 

(Figure 1B). Interestingly, MTT and clonogenic 

assays showed that ras upregulation led to long 

term cell cycle arrest (Figure 1C). In addition, 

cells exhibited a flat and enlarged morphology 

illustrative of cells entering the senescence process 

(data not shown). The induction of the senescence 

program was also detected by beta-galactosidase 

staining (Figure 1D), a specific marker of cells 

that do not divide or form colonies.  

 Altogether, these results indicate that 

HT29 cells have conserved an intact OIS program 

in response to aberrant ras signaling, despite the 

fact that these cells are not primary cells and that 

p53 and p16INK4 are inactivated. 

 

p21Waf1 is still upregulated in HT29 cells 

following H-Ras
V12

 induction 

We then determined if the p21waf1 cell cycle 

inhibitor was still expressed during OIS in HT29 

cells. Interestingly, western blot experiments 

showed a significant induction of p21waf1 in 

response to the oncogene (Figure 2A). 

Quantitative RT-PCR experiments showed that H-

Ras
v12

 induced a significant upregulation of the 

p21waf1 mRNA compared to non-induced cells 

(Figure 2B). To determine if this effect occurred at 

the transcriptional level, we monitored the 

expression of p21waf1 promoter luciferase 

constructs following ras upregulation. As shown 

Figure 2C, we found that the p21waf1 promoter-

driven luciferase activity was significantly 

upregulated during OIS and that the -163/+70 

region was sufficient to mediate the response to 

the ras oncogene. Since p53 mutants have been 

recently reported to have unexpected functions 

(24), we have verified by RNA interference that 

the p21waf1 promoter is not regulated by the 

mutated form of p53 under our experimental 

conditions (data not shown). We then examined 

the recruitment of the RNA polymerase to the 

proximal region of the promoter using chromatin 

immunoprecipitation (ChIP). Since serine 2 

phosphorylation of the C-terminal domain of the 

RNA polymerase is a hallmark of transcriptional 

elongation, ChIPs experiments were also 

performed with polyclonal antibodies directed 

against the phosphorylated form of the 

polymerase. Gal4 antibodies were used as controls 

and ChIP results were quantified by real-time 

quantitative PCR (Fig. 2D). As expected, the RNA 

polymerase II and its elongating form were 

recruited to the p21waf1 proximal promoter 

following H-ras
v12

 expression. As a control, PCR 

analysis did not detect any occupancy of the –

2760 /-2486 region of the p21waf1 gene (data not 

shown).  

 Altogether, we concluded from these 

results that p21waf1 can still be upregulated in the 

established HT29 cell line in response to the ras 

oncogene and during OIS induction. 

 

p21Waf1 functions as a transcriptional 

regulator of the PLK1 gene during OIS 

 We then determined the effect of OIS on 

cell cycle progression. Flow cytometry analysis 

indicated that cells were arrested in the G1 and G2 

phases of the cell cycle 48 hr after ras induction, 

with a weak increase of cells in the G2 phase 

(Figure 3A). The expression of the Myc, cdc25A 

and PLK1 mRNAs was then evaluated since these 

genes are involved in G1 and G2 progression. 

Results presented Figure 3B, lanes 3-6, indicate 

that OIS induced a downregulation of the cdc25A 

and PLK1 mRNAs. Since these two genes are well 

known to be necessary at the G1/S and G2/M 

transitions, this result is consistent with the flow 

cytometry results. By contrast, we did not observe 

any modification of Myc mRNA expression (lanes 

1-2).  

 Following chemotherapy treatment, we 

have already shown that the cell cycle inhibitor 

binds to cell cycle genes to prevent their 

expression (25). These observations suggested to 

us that during OIS, p21waf1 might induce the 

transcriptional downregulation of the cdc25A and 

PLK1 genes through promoter binding. To verify 

this hypothesis, cells were first transfected with a 

reporter construct containing the PLK1 and 

cdc25A promoters (26), in the presence or absence 

of a p21waf1-expressing vector. Interestingly, a 

significant downregulation of reporter gene 
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activity was noticed in the presence of p21waf1 

(Figure 3C). Note that it has already been 

proposed that p21waf1 affects PLK1 transcription 

in a different experimental system (27). To 

confirm this observation, cells were transfected 

with a pool of four siRNA directed against 

p21waf1 or the corresponding control siRNA and 

the expression of PLK1 and cdc25A was then 

investigated by quantitative RT-PCR analysis. As 

expected, p21waf1 expression was downregulated 

(Figure 3D, right panel). Interestingly, the ras-

mediated inhibition of cdc25A and PLK1 was 

significantly reduced in the absence of the cell 

cycle inhibitor whereas control siRNA had no 

significant effects (Figure 3D, compare lanes 1-2 

and 3-4, lanes 5-6 and 7-8). To extend these 

observations, ChIP experiments were then 

performed to determine if p21waf1 binds to the 

cdc25A and PLK1 promoters in response to 

abnormal oncogenic signaling. Whereas we were 

not able to detect the cell cycle inhibitor on the 

cdc25A proximal promoter, ChIP experiments 

indicated that p21waf1 was recruited to the PLK1 

promoter following ras induction (Figure 3E, lanes 

1-2). As a control, PCR analysis did not detect any 

occupancy of a 5’ control region of the PLK1 

promoter. Although p21waf1 was not found 

associated with the proximal promoter, the E2F1 

transcription factor was detected and its DNA 

binding was reduced in response to ras induction 

(Figure 3E, lanes 3-6). Interestingly, E2F proteins 

have already been described as regulators of the 

PLK1 gene (28) and in addition, p21waf1 can 

associate with E2F1 to prevent its activity (29).  

 Altogether, these results indicate that 

p21waf1 binds to the PLK1 gene during OIS to 

prevent its expression.  

 

The p21 pathway is inactivated following OIS 

escape to allow PLK1 reexpression 

 During the course of these experiments, 

we have noticed that a few emergent clones 

bypass the OIS pathway (see the experimental 

protocol Figure 4A, emergent clones are noted 

RasL). After approximatively 4-5 weeks, several 

clones resumed proliferation while still expressing 

active forms of ras and Erk (Figure 4B). This 

result suggested to us that these cells have 

inactivated the p21waf1 protective cascade. To 

verify this hypothesis, western blot experiments 

were performed in several emergent clones to 

characterize the expression of p21waf1. As 

expected, p21waf1 was expressed following ras 

induction in parental cells. Interestingly, this 

upregulation was lost following OIS inactivation 

(Figure 4C, lanes 1-5). In addition, we also 

noticed that the expression of the p21waf1 mRNA 

was also downregulated in the emergent clones 

(Figure 4C, lanes 6-9). Interestingly, p21waf1 

inhibition was correlated with a reexpression of 

the cdc25A and PLK1 mRNAs in the cells that 

have escaped the OIS arrest (Figure 4D). 

Therefore, OIS bypass is associated with a 

downregulation of p21waf1 and with a 

reexpression of the cdc25A and PLK1 mRNAs. 

 

p21waf1 downregulation and OIS escape are 

associated with enhanced genomic instability 

and SAHF inactivation 

 DNA damage due to abnormal replication 

has been recently proposed to function as an anti-

cancer barrier (30,31). Since p21waf1 plays an 

important in response to genomic instability, we 

then determined if this response could be observed 

in our experimental conditions. To this end, HT29 

cells were stained with antibodies recognizing the 

phosphorylated form of histone H2Ax, a marker of 

DNA double strand breaks. As expected, western 

blot results showed that the induction of the H-

Ras
v12

 oncogene led to DNA damage (Figure 5A, 

lanes 1-2), probably as a consequence of 

replicative stress. We then determined if DNA 

damage was maintained following OIS escape and 

p21waf1 inactivation. Interestingly, a significant 

phosphorylation of histone H2Ax was still 

detected in the emergent clones (Figure 5A, lanes 

3-7), indicating that these clones continue to 

proliferate despite a significant amount of DNA 

damage. The same effect was noticed when DNA 

damage was analyzed by FACS (Figure 5B). 

Besides DNA damage, OIS is also characterized 

by the formation of isolated heterochromatin foci 

called Senescence Associated Heterochromatin 

Foci (SAHF, (2)). Proliferative genes are 

compacted within these foci to prevent cell cycle 

progression, generally as a consequence of Rb-

mediated silencing. As expected, DAPI staining 

showed an increase in the presence of punctuate 

heterochromatin foci in the nucleus of cells 

following ras induction. Interestingly, this was not 

observed anymore in cells that have escaped the 

OIS protective mechanism (Figure 5C).  

 Altogether, these results indicate that OIS 

bypass and p21waf1 downregulation are 

associated in HT29 cells with enhanced genomic 

instability and SAHF inactivation. 

 

Epithelial-mesenchymal transition is induced in 

HT29 cells during p21/OIS escape. 

 Using breast cancer lines, it has been 

proposed recently that during senescence 

inactivation, the downregulation of p21waf1 is 

associated with an induction of the epithelial-
mesenchymal transition (EMT) and that this 
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leads to dedifferenciation (32). We then 

determined if this was also occurring in the HT29 

established cell line. Using a tumour spheroid 

model, we first observed that parental HT29 cells 

formed well-differentiated round spheroids with 

strong cell-cell contacts (Figure 6A). As expected, 

spheroids did not grow following H-Ras
v12

 

induction as a consequence of cell cycle arrest. 

Interestingly, cells that have inactivated p21waf1 

and escaped OIS generated irregular spheroids. 

Cells frequently left the spheroid structures, and 

migration of chains of cells was observed in the 

surrounding matrix (Figure 6A). The same 

observation was made using a classical wound-

healing test, showing enhanced migration and 

reduced adhesion of cells that have escaped the 

p21/OIS pathway (Figure 6B). We also tested the 

invasive capacity of the cell line through ECM 

barriers. We found that cells that have escaped the 

OIS pathway showed a dramatic increase in 

invasion compared with parental cells, toward 

both Matrigel and Collagen I matrices (Figure 

6C). In addition, we also noticed that the steady-

state level of villin, a marker of epithelial cell 

adhesion, was downregulated in the emergent 

clones (Figure 6D). Note however that this effect 

was already observed following ras induction. 

These data suggested that emergent clones have 

acquired an enhanced ability to migrate but since 

this also occurs during p21waf1 upregulation and 

senescence, this effect is probably not sufficient to 

allow tumor escape. This suggested to us that 

p21waf1 and OIS inactivation might have also 

induced EMT in RasL cells. Using western blot 

and quantitative PCR analysis, we effectively 

observed that the expression of the E-cadherin was 

reduced in the emergent clones (Figure 6E, lanes 

1-4) whereas the vimentin mRNA was upregulated 

(Figure 6E, lanes 5-8). Interestingly, using FACS 

analysis, we also noticed an enhanced proportion 

of cells expressing the CD24
low

/CD44
high

 

phenotype during senescence escape (Figure 6F). 

This confirms recent results obtained with 

mammary cells, showing that senescence escape 

and EMT induction generate cells with stem cells 

properties associated with the CD24
low

/CD44
high

 

phenotype (33). Note that a high expression of 

CD44 has been associated with an increased 

ability of HT29 cells to induce tumors in xenograft 

(34).  

 Altogether, we concluded that OIS escape 

and p21waf1 downregulation are associated with 

cell dedifferentiation and enhanced migration 

capacities in HT29 cells.  

 

 Escape to the p21/OIS pathway and 

EMT induction are associated with enhanced 

survival and Bcl-xL/Mcl-1 dependency 

In response to p21waf1 inactivation and 

the consequent genomic instability, cancer cells 

are expected to prevent cell death by the induction 

of compensatory anti-apoptotic signals. We 

speculate that these survival signals are probably 

also necessary to allow the EMT transition. We 

thus analyzed whether acute or sustained ras 

activation impact on survival signaling and 

focused our analysis on the Bcl-2 family of 

proteins (35). In parental cells, the upregulation of 

ras induced an increase in the expression of Bad 

and of the pro-apoptotic form of Mcl-1, namely 

Mcl-1-S (Figure 7A). A decrease of Bim level was 

also noticed. In contrast, the expression of the Bcl-

XL and Mcl-1 anti-apoptotic proteins was not 

affected. Interestingly, these features were 

different in cells that have downregulated the 

p21waf1/OIS suppressor pathway. In these cells, 

the expression level of Mcl-1-S was drasticly 

decreased and Bad was also downregulated. In 

addition, the expression of the anti-apoptotic 

protein Bcl-xL was higher as compared to parental 

cells. As these expression profiles suggested an 

enhanced activity of BclxL and Mcl-1, we 

investigated the role played by these two survival 

proteins during p21/OIS escape. To this end, Bcl-

xL and/or Mcl-1 were depleted by siRNA and 

apoptosis was evaluated by flow cytometry, using 

the anti-APO2.7 antibody (also known as 7A6), 

since its expression is restricted to dying, 

apoptotic cells. Importantly, results indicate that 

the codepletion of BclxL and of Mcl-1, but not the 

depletion of either protein alone, led to significant 

apoptotic cell death rates in cells that have escaped 

the p21waf1 suppressor pathway (Figure 7B). In 

sharp contrast, parental HT29 cells, and HT29 

cells in which ras had been activated for 48 hours, 

remained essentially viable after Bcl-xL and Mcl-

1 codepletion.  

 These results indicate that cells that have 

escaped to the p21waf1/OIS protective pathway 

showed dependency to Bcl-xL/Mcl-1, probably as 

a response to one or more death signals 

specifically found in highly malignant cells 

expressing active ras, having escaped OIS, 

resumed proliferation and enhanced their invasion 

properties. 
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DISCUSSION 

 

 In this study, we have shown that the OIS 

program is conserved in the established HT29 

colorectal cell line, in the absence of intact p53 

and p16INK4 signaling. Following upregulation of 

the ras oncogene, p21waf1 is upregulated and cell 

proliferation is arrested. The cell cycle inhibitor 

prevents the expression of the cdc25A and PLK1 

gene and we have observed that p21waf1 binds to 

the PLK1 promoter to prevent its expression. 

Interestingly, we also noticed that some cells 

escaped this OIS pathway and that this 

progression is associated with a downregulation of 

p21waf1 expression. Senescence escape is 

associated with an increase in DNA damage, an 

induction of the EMT program and an increase in 

the proportion of cells expressing the 

CD24
low

/CD44
high

 phenotype. In response to this 

oncogenic stress, cells having escaped OIS rely on 

the survival pathway induced by Bcl-xL/Mcl-1 

signaling.  

 In response to abnormal oncogenic 

signaling, primary cells activate tumor suppressor 

pathways that rely on the initial activation of the 

Arf-p53 and p16INK4 proteins. In parallel, 

replication stress results in the early activation of 

DNA damage pathways that also function as 

tumor suppressors. In light of these observations, 

it was initially expected that cancer cells have to 

inactivate these tumor suppressor pathways to 

allow tumor progression. As expected, many 

established cell lines have inactivated p53 and 

INK4 signaling and, for this reason, it can be 

expected that OIS is essentially active in primary 

cells. At least in HT29 cells, our results indicate 

that OIS is not only induced in primary cells but 

that this protective mechanism can still be active 

in established colorectal cell lines despite the 

presence of acquired genetic abnormalities such as 

Raf, p53 and p16INK4 dysregulation in HT29 

cells. Recent results have already proposed this 

hypothesis, showing that the senescence program 

is conserved in established tumors and that 

oncogene inactivation is sufficient to reinduce cell 

cycle arrest (36). In addition, it has been recently 

shown that OIS can still be induced in established 

mammary cells (37). Altogether, these results 

suggest that a complete inactivation of the OIS 

program is not necessary for initial cell 

transformation. It is well known that mutation in 

the APC tumor suppressor gene is one of the 

initial event of colon carcinogenesis, leading to 

constitutive !-catenin activation. However, other 

abnormalities are necessary to allow a complete 

cell transformation. For instance ras mutation is an 

important step in the activation of the !-catenin 

pathway and during carcinoma progression (38). 

In light of our results and others, we speculate that 

OIS is probably not completly inactivated 

following the initial !-catenin activation and that 

this suppressor pathway remains partially 

functional to restrain cell proliferation in response 

to secondaries mutations. In addition, following 

senescence escape, our results also imply that 

apoptosis constitute a secondary fail-safe 

mechanism. In colorectal cells, we speculate that 

this suppressor pathway might become active 

when senescence is bypassed during the 

successive steps of cell transformation. Indeed, 

cells that have escaped the p21/OIS pathway 

harbor specific death signals that kill them once 

Bcl-xL and Mcl-1 are down-regulated by RNA 

interference. These proapoptotic signals, and their 

relationship with ras, remains to be identified. Bcl-

xL and Mcl-1 promote cell survival in great part 

by preventing some BH3-only proteins such as 

Bim or Puma to directly activate multidomain 

proteins and promote their cytotoxic activity. The 

loss of ras-induced repression of Bim we found in 

escaped cells might thus contribute to these 

signals. Since p21 exerts anti-apoptotic activities, 

it is also possible that its loss, which appears 

necessary to escape from senescence in our 

paradigm, contributes to enhance death signals in 

cells that have escape the OIS protective pathway. 

 We and others have previously described 

that p21waf1 can function as a transcriptional 

inhibitor to prevent the expression of cell cycle 

genes (9-17). This protein associates with several 

transcription factors such as NFkB, STAT3 or 

E2F1 to bind to the promoters of genes involved 

in the activation of cell cycle progression such as 

Myc, cdc25a or Wnt4. We have recently shown 

that p21waf1 binds to these promoters in response 

to chemotherapy treatment to allow cell cycle 

arrest (25). However, to our knowledge, it has not 

been demonstrated previously that these 

transcriptional functions are also activated in 

response to an abnormal oncogenic activity in 

colorectal cancer cells. In addition, the association 

of p21waf1 with DNA has been most of the time 

characterized on genes activated at the G0/G1 

transition of the cell cycle. Interestingly, using an 

IPTG-inducible vector (27), it has already been 

suggested that the overexpression of p21waf1 

leads to the downregulation of G2-specific genes 

to prevent progression towards mitosis. In this 

study, we further confirmed this observation, 

showing that p21waf1 binds to the PLK1 promoter 

to prevent its expression in response to the ras 

oncogene. As previously reported, we speculate 

that this effect is due to the inactivation of 

transcriptional regulators such as CBP and to 
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histone deacetylation. As stated above, OIS is 

associated with chromatin reorganization into 

senescence-associated heterochromatin foci. 

Silencing depends on the retinoblastoma pathway 

and is associated with enhanced histone H3 tri-

methylation and recruitment of the HP1 protein on 

proliferative genes. Therefore, it will be 

interesting to determine if the binding of p21waf1 

to the PLK1 promoter is associated with the 

recruitment of transcriptional repressors such as 

Rb or H3K9me3 methyl-transferases. As 

expected, PLK1 expression was reactivated 

following p21waf1 downregulation and OIS 

escape. Interestingly, we have also noticed that 

cells that escape this suppressor mechanism 

proliferate despite significant DNA damage. 

Theorically, in the absence of intact p53-p21 

signaling, inactivation of cdc25C or spindle 

checkpoint activation are expected to prevent the 

propagation of damaged DNA (39,40). In 

addition, it has also been proposed that the 

Aurora-A-PLK1 pathway plays an important role 

to prevent G2 progression during DNA damage 

(41-43). Therefore we speculate that these G2/M 

checkpoints are also dysregulated during OIS 

escape. Since cells expressing the ras oncogene 

have been recently reported to be addicted to the 

PLK1 kinase (44), it will be interesting to 

determine if the Aurora-A-PLK1 pathway is 

involved in OIS escape in our experimental 

conditions.  

 Besides regulating cell cycle genes, it has 

also been shown recently in breast cancer cell 

lines that p21waf1 inhibits the epithelial 

mesenchymal transition in response to the ras 

oncogene (45). The cell cycle inhibitor can 

prevent the repression of the E-cadherin by the 

Twist transcription factor. In addition, these 

results also indicate that p21waf1 reduces the 

proportion of cells expressing the 

CD24
low

/CD44
high

 phenotype in response to 

oncogenic transformation. Finally, some of the 

genes that are overexpressed in embryonic stem 

cells are also repressed by the cell cycle inhibitor. 

In light of these results, we speculate that p21waf1 

also prevents EMT in colorectal cancer and that 

this effect might be due to a direct binding of the 

cell cycle inhibitor to the corresponding 

promoters. The inactivation of this protein during 

OIS escape would restore the expression of these 

genes and allow EMT. Importantly, de-

differentiation of transformed epithelial cells and 

loss of E-cadherin are associated with 

chemotherapy resistance (46). It is striking to note 

that both p21waf1 inactivation and Bcl-xL/Mcl-1 

upregulation occur at the same time in our 

experimental conditions. The dysregulation of 

these two pathways is a key event that can also 

lead to chemotherapy resistance. Unravelling the 

mechanisms that lead to the combined loss of 

p21waf1, of Mcl-1S and the enhanced Bcl-xL 

expression during OIS escape is thus of particular 

relevance, as these events probably play a critical 

role in maintaining the survival of transformed 

epithelial cells with a highly malignant phenotype. 
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FIGURE LEGENDS 

 

 

Figure 1: Oncogene-induced senescence is still functional in the established HT29 colorectal cell line. 

A. To induce ras expression, cells were stimulated with 50 ng/ml doxycyclin for 24 (lane 4) or 48 h (lanes 2 

and 5), whole cell extracts were prepared and analyzed with mouse monoclonal anti-H-ras and mouse 

monoclonal anti-ERK (Y204) antibodies as indicated. Tubulin expression was examined as a loading control 

(n=3). 

B. HT29 cells were stimulated or not with 50 ng/ml doxycyclin for 48 h, wole cell extracts were prepared 

and analyzed with mouse monoclonal anti-p14ARF antibodies. Tubulin expression was examined as a 

loading control (n=3). 

C. HT29 cells were plated into 96-well plates and ras was induced with 50 ng/ml doxycyclin and allowed to 

grow for 72 hours. Cell proliferation was investigated by the MTT assay (n=3 +/- sd, left part). In parallel, 

clonogenic assays were performed, cells were incubated with 50 ng/ml doxycycline for 10 days and were 

stained with crystal violet to count colonies (n=5 +/- sd, right part).  

D. Following doxycyclin treatment for seven days, the percentage of SA-!-Gal positive cells was evaluated 

and is shown as the mean ± s.d. of at least three independent experiments from a total of at least 300 cells.  

 

Figure 2: The expression of p21waf1 is induced in response to the Ras oncogene 

A. Ras was induced for 48 h and the expression of p21waf1 was then evaluated by western blot analysis 

using total cell extracts (n=4). Hsc70 expression was used as a loading control. 

B. Cells were stimulated as described above for the indicated times and the amount of the p21waf1 mRNA 

was determined by quantitative RT-PCR. Data are expressed as compared to non-induced control value and 

normalized to RPLP0 (n=3, mean ± sd). 

C. HT29 cells were transfected with the indicated p21waf1 reporter gene and treated or not with doxycyclin. 

Whole extracts were then prepared to measure luciferase activity (n=3). 

D. HT29 cells were treated as described above and soluble chromatin was prepared from the indicated cells 

and immunoprecipitated with antibodies directed against the RNA polymerase, its Ser 2- phosphorylated 

form or control anti-Gal4 antibodies. DNA was amplified using one pair of primers that covers the p21waf1 

proximal promoter. ChIP assays were quantified by real-time PCR as compared to Gal4 signal and control 

region (n=3 +/- sd). 

 

Figure 3: p21waf1 binds to the PLK1 promoter to prevent its expression during OIS 

A. After incubation with 50 ng/ml doxycyclin for 48 h, cells were stained with DAPI and DNA cell content 

was analyzed by flow cytometry (n=3). 

B. RNA was isolated following ras induction and the expression of the Myc, Cdc25A and PLK1 mRNAs 

was determined by quantitative real-time PCR. Data are quantified as compared to the non-induced control 

and normalized to RPLPO expression (n = 3 +/- sd). 

C. Cells were transfected with reporter gene as indicated together with control or p21waf1-expressing 

plasmids. After two days, cytoplasmic extracts were then prepared and processed to measure luciferase 

activity which was normalized as compared to Renilla luciferase activity (n=3+/- sd). 

D. HT29 cells were either transfected with p21-specific siRNA oligonucleotides or control oligonucleotides 

as indicated. The expression of the cdc25A and PLK1 mRNAs was analyzed by real-time PCR. The 

downregulation of the cell cycle inhibitor was verified by western blot(n=3 +/- sd). 

E. Soluble chromatin was prepared from cells and immunoprecipitated with antibodies directed against 

p21waf1, E2F1 or control anti-Gal4 antibodies. DNA was amplified using pairs of primers that cover the 

PLK1 proximal promoter. ChIP assays were quantified by real-time PCR as compared to Gal4 signal and 

control region (n=3 +/- sd). 
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Figure 4: OIS escape is associated with p21waf1 downregulation and cdc25A/PLK1 reexpression 

A. Description of the experimental procedure used to allow the growth of cells and the escape to Ras-

mediated senescence (cells that escaped senescence were called RasL cells). 

B. Western blot analysis showing Ras and Erk1/2 expression in parental or RasL cells (n=3). 

C. p21Waf1 expression was analyzed in parental H29 cells or or in different representative RasL clones by 

western blot analysis (lanes 1-5, n=3). In parallel, total RNA was isolated following ras induction or in 

representative RasL cells and the expression of the p21waf1 mRNA was determined by quantitative real-

time PCR (lanes 6-9, n=5 +/- sd).  

D. Expression of the cdc25A (lanes 1-5) and PLK1 (lanes 7-11) mRNAs following Ras induction or in RasL 

cells (n=3 +/- sd). 

 

Figure 5 : DNA damage and SAHF downregulation during p21waf1/OIS inactivation  

A, B. DNA double strand breaks were analysed by western blot using polyclonal antibodies directed against 

the ser139 phosphorylated form of histone H2Ax, following ras induction in parental clones (48h, lanes 1-2 

and 3-4) or in representative RasL cells (lanes 5-7, n=3). The generation of DNA double strand breaks was 

also quantified by FACS analysis (B). 

C. SAHF formation and chromatin compaction were analyzed following Ras induction or in representative 

RasL cells by immunofluorescence using DAPI staining (one experiment representative of three). 

 

Figure 6 : p21waf1/OIS inactivation is associated with EMT induction 

A. Using either parental or representative RasL cells, spheroids were allowed to grow for 8 days and 

visualized by microscopy (200X, n=3). 

B. Cells monolayers were wounded by removing cells with a standard 1-ml pipette tip. Following washing, 

cells were allowed to grow for two days (n=3). 

C. Transwell assay showing cell migration across matrigel or collagen-precoated wells as indicated. 

Following loading, cells were incubated for 12 h at 37°C, and cells that had migrated through the filter were 

counted and averaged from 5 randomly chosen microscopic fields using a 20! objective. 

D. RNA was isolated following ras induction or in representative RasL cells and the expression of the Villin 

mRNA was determined by quantitative real-time PCR and quantified as compared to RPLPO expression (n = 

3 +/- sd). 

E. Following ras induction or in representative RasL cells, E-Cadherin expression was analyzed by western 

blot analysis, using whole cell extracts. Tubulin expression was examined as a loading control (n=2). In 

parallel, the expression of the Vimentin (lanes 5-8) mRNAs was determined by quantitative real-time PCR. 

Data are quantified as compared to RPLPO expression (n = 3 +/- sd). 

F. The percentage of cells expressing the CD24
low

/CD44
high

 phenotype was determined by FACS analysis 

following ras induction (lanes 1) or in established RasL clones. 

 

Figure 7 : Increased dependency to Bcl-XL/Mcl1 following p21waf1 inactivation and OIS escape 

A. Western blot analysis of apoptotic and non-apoptotic regulators following ras induction or in 

representative RasL clones (n=3). 

B. HT29 cells were either transfected with control or Bcl-XL and Mcl1-specific siRNA oligonucleotides as 

indicated. Transfection were performed in parental cells treated or not with doxycyclin or in two 

representative RasL clones. Apoptosis was evaluated by flow cytometry using APO2.7 staining (n=4 +/- sd). 
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Figure 6
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Chapitre I : Oncogène Ras et sénescence

A. L’oncogène Ras induit l’entrée en sénescence

Dans un premier temps nous avons vu que la surexpression d’une forme 

autoactive de Ras conduisait à diminuer la prolifération cellulaire, à induire une accumulation 

des cellules en phase G2/M et à engager l’entrée en sénescence. L’OIS (Oncogene Induced-

Senescence) est classiquement associée aux lésions précancéreuses chez l’Homme. L’OIS a 

d’abord été décrit comme inducteur de l’expression de p16Ink4a et p14ARF mais pas des 

points de contrôle des cassures double brin de l’ADN (d'Adda di Fagagna et al., 2003 ; 

Herbig et al., 2004 ; Takai et al., 2003). Cependant, il a été observé que selon l’oncogène 

étudié, l’OIS pouvaient activer les mécanismes de réponse aux cassures double brin, ATM et 

Chk2, et pas l’expression de p16Ink4a (Bartkova et al., 2006). Dans notre modèle nous avons 

observé la mise en place de la sénescence indépendamment de p16Ink4a dont le locus est 

méthylé. Nous avons également observé l’expression de p21Waf1 dépendante de ATR ainsi 

que la phosphorylation de H2Ax, décrite comme étant représentative des cassures double 

brin de l’ADN. L’apparition de cassures de l’ADN faisant suite à la surexpression de Ras et 

l’induction de la sénescence qui en découle, indiquent une réponse proche de celle observée 

au cours des lésions précoces du processus oncogénique. Nos cellules inductibles pour Ras 

constituent donc un modèle d’étude intéressant de la réponse précoce à un oncogène.

Il est intéressant de noter que l’induction de la sénescence est conservée dans des 

cellules déjà transformées. La transformation initiale ne nécessite donc pas l’inactivation 

complète du programme d’induction de l’OIS et les cellules doivent traverser une seconde 

barrière de protection contre l’oncogène lors de la mutation d’un second oncogène pour 

poursuivre la progression tumorale.

B. Ras induit l’expression de p21Waf1

Les cellules HT29 qui sont mutées sur le gène de p53 ont été capables d’induire 

l’entrée en sénescence suite à l’expression de l’oncogène Ras. En temps normal, l’expression 

des gènes nécessaires à la réponse au stress oncogénique se fait principalement grâce à 

l’activation de p53. Nous avons montré que des cellules mutées sur p53 étaient néanmoins 

capables d’induire l’arrêt du cycle cellulaire. Nous avons vérifié par extinction de son 

expression que, malgré la mutation sur son domaine de liaison à l’ADN, p53 ne pouvait pas 
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avoir une activité transcriptionnelle grâce une éventuelle fixation à un autre facteur de 

transcription.

Nous avons également observé, grâce à l’inhibition des MAP Kinases par un 

inhibiteur de Erk, que l’activation de cette voie était essentielle à l’expression de p21Waf1. 

Notre étude n’a pas permis l’identification du facteur ayant permis la transcription du gène 

de p21Waf1. Cependant, nous avons observé que son site de fixation était situé au niveau du 

promoteur proximal de p21Waf1. L’analyse de cette séquence par le logiciel en ligne 

MatInspector présent sur le site de Genomatix nous a permis d’émettre plusieurs hypothèses 

quant au facteur de transcription potentiellement responsable de l’expression de p21Waf1 

après induction de Ras. Sur la zone responsable de l’activation de la transcription du gène de 

p21Waf1, nous avons notamment observé des sites de fixation de protéines impliquées dans 

le développement embryonnaire telles que Hes et Ets1, ou encore le site de fixation de 

STAT1 et de STAT3, de NF-1 ou de Sp1. Au cours de ce travail, nous avons testé la fixation 

d’un certain nombre de facteurs de transcription par immunoprécipitation de chromatine sur 

la zone proximale du promoteur de p21Waf1. Par exemple, il nous avait semblé judicieux de 

nous intéresser à p52, un membre de la famille de NF-κB, car nous avons observé son 

activation à la suite de l’induction de Ras. Nous nous sommes aussi intéressés à p62, à 

FoxO3a qui est régulé par la voie de la PI3K, à p73 qui fait partie de la même famille que 

p53. Nous avons également étudié la présence de Myc et des formes actives de STAT1 et 

STAT5 ainsi que Id4, un facteur de transcription impliqué dans le développement et dont 

l’expression est inhibée dans les cellules mutées sur H-Ras et sur p53. De plus, nous avons 

observé la surexpression de Id4 après l’induction courte de Ras. Aucun de ces facteurs n’a 

été détecté sur le site proximal du promoteur de p21Waf1 après l’expression de Ras. 

Toutefois, l’explication de l’expression de p21Waf1 à la suite de l’induction de H-RasV12 

pourrait se faire par une autre approche. La transcription pourrait être maintenue inhibée en 

condition normale et l’inhibition serait levée à la suite du stress oncogénique induit par Ras. 

Par la suite, l’échappement conduirait, à nouveau, à l’expression du répresseur de p21Waf1 

comme par exemple le facteur de transcription de Oct4.

Les cassures de l’ADN semblent nécessaires à la stabilisation de la protéine 

p21Waf1 après induction de Ras. En effet, l’extinction de ATR empêche l’expression de la 

protéine p21Waf1. Le traitement des cellules avec des médicaments génotoxiques ne permet 

pas l’expression de p21Waf1 confirmant l’importance de l’activation des MAP Kinases dans 
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l’induction de l’arrêt du cycle cellulaire. Nous pouvons formuler l’hypothèse selon laquelle 

l’activation de la transcription de p21Waf1 serait induite par une voie sous-jacente des MAP 

Kinases, et que la stabilisation de la protéine par p38 serait dépendante des cassures de 

l’ADN induites par Ras et détectées par ATR. Au cours de notre étude, l’équipe de Nebreda 

a publié ses observations au sujet de l’implication de p38 dans la stabilisation de p21Waf1. 

Ces travaux décrivent qu’après irradiation des cellules, p21Waf1 est transcrite par p53, puis 

p38 stabilise l’ARNm de p21Waf1 pour permettre sa traduction (Lafarga et al., 2009). Dans 

notre modèle inductible pour H-RasV12 et muté sur le gène de p53, nous avons décrit, qu’à 

la suite de dommages de l’ADN, p38 stabilisait la protéine p21Waf1 mais pas son ARN. 

Cette observation confirme l’implication de la kinase de stress p38 dans l’induction de la 

sénescence par p21Waf1.

Les cassures observées à la suite de l’expression de H-RasV12 peuvent être 

induites par différents mécanismes. L’oncogène induit une forte pression sur les fourches de 

réplication de l’ADN lors de la phase S. L’activation de la phase S au détriment de la phase 

G1 conduit également à un chargement incomplet des complexes de réplication et donc à 

une augmentation de l'ampleur des yeux de réplication et à une fragilité accrue de la 

molécule d’ADN. Les oncogènes activent également le métabolisme cellulaire conduisant à la 

production de ROS par la mitochondrie. Les cassures induites par les ROS sont 

généralement détectées par la kinase ATR plutôt que par ATM. À la suite de l’induction de 

H-RasV12 nous avons observé la phosphorylation de la sérine 139 de l’histone H2Ax 

indiquant la présence de cassures double brin. Cette observation semble indiquer que 

l’oncogène Ras induit des cassures double brin, pourtant, l’importance de la kinase ATR 

dans l’expression de p21Waf1 est, en général, révélatrice de l’activation de réponse aux 

cassures simple brin de l’ADN. Cependant, la progression en phase S et la rencontre des 

fourches de réplication avec les cassures simple brin va conduire à l’apparition de cassures 

double brin, ce qui pourrait expliquer la phosphorylation de H2Ax. Il est donc possible que 

l’induction de p21Waf1 par Ras soit la conséquence de cassures double brin. ATR est 

responsable du maintien de la l’intégrité des sites fragiles au cours de la réplication. Il peut 

donc aussi être activé au cours de la réplication, lors du désenroulement de l’ADN par les 

topoisomérases I alors que l’ADN polymérase est ralentie. Dans ce cas, il se forme des 

structures secondaires de l’ADN simple brin, conduisant à l’apparition de cassures et de 

zones non répliquées sur les chromosomes. Ces zones sont appelées des sites fragiles et 

conduisent à l’activation de ATR (Casper et al., 2002). Le fait que l’expression de p21Waf1 
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soit dépendante de ATR dans notre modèle pourrait suggérer que les cassures induites par 

l’expression de Ras seraient apparues lors du stress réplicatif porté par l’oncogène. 

L’expression de p21Waf1 dépendante de ATR serait alors importante pour limiter 

l’instabilité génomique et par là même, la progression de la tumorigenèse.

Dans cette étude, nous avons observé que la présence de p21Waf1 sur le 

promoteur du gène de Plk1 permettait l’inhibition de sa transcription. Nous avons aussi vu 

une diminution du recrutement du facteur de transcription E2F1 sur son promoteur 

proximal. E2F1 étant un facteur de transcription responsable de l’activation des gènes du 

cycle cellulaire, sa diminution pourrait expliquer l’inhibition de la transcription du gène de 

Plk1. Une hypothèse permettant d’expliquer la perte de E2F1 au niveau de la zone proximale 

du promoteur de Plk1 serait que son recrutement soit fait en amont de cette zone et que la 

transcription soit induite par la formation de la boucle de transcription qui permettrait de 

ramener E2F1 sur la zone proximale. Le recrutement de p21Waf1 inhiberait la formation de 

la boucle de transcription et empêcherait le recrutement de E2F1 sur la zone proximale.

C. Certaines cellules échappent à la sénescence induite par Ras

L’inhibition de la transcription des gènes du cycle cellulaire, Cdc25A et Plk1, par 

p21Waf1 a pu contribuer à l’arrêt de la prolifération et à l’entrée en sénescence. La 

sénescence est habituellement observée dans des cellules primaires lorsque les points de 

contrôle du cycle cellulaire sont fonctionnels et que les gènes suppresseurs de tumeur ne 

sont pas mutés. Pourtant, nous avons observé l’apparition de la sénescence dans des cellules 

qui sont déjà transformées. Cette observation suggère que l’inactivation totale de la 

sénescence n’est pas nécessaire pour permettre la transformation cellulaire. Dans le cancer 

colorectal, il est décrit que c’est la mutation de APC qui permet l’initiation de la 

tumorigenèse. Cette mutation conduit à une activation constitutive de la voie de la β-caténine 

mais d’autres événements sont nécessaires à la progression tumorale et il a été montré que la 

mutation de Ras, qui arrive plus tardivement, serait nécessaire à cette progression (Phelps et 

al., 2009). L’inhibition incomplète de la sénescence permettrait alors aux cellules d’avoir une 

deuxième ligne de réponse aux événements pro-oncogéniques arrivant par la suite.

Lors d’une collaboration avec l’équipe du Docteur Philippe Juin de l’unité U892, 

nous avons également observé que la survie des cellules ayant échappé à la sénescence 

induite par Ras était dépendante des protéines anti-apoptotiques Mcl-1 et Bcl-xL. Nous 
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n’avions pas observé d’induction significative de l’apoptose à la suite de l’expression de Ras. 

Pourtant il semblerait que les cellules RasL expriment des protéines anti-apoptotiques 

nécessaires à leur survie. L’effet anti-apoptotique de p21Waf1 lors de la réponse à Ras serait 

suffisant à permettre la survie cellulaire, et à la suite de la perte d’expression de p21Waf1, les 

cellules exprimeraient des protéines anti-apoptotiques pour contrer la mise en place de 

l’apoptose.

La sénescence est décrite comme un arrêt définitif de la prolifération des cellules 

malgré une activité métabolique persistante. Dans notre modèle, la sénescence induite ne 

semble pas être persistante, les cellules sénescentes ne sont pas retrouvées dans les sous-

cultures des populations échappées. Soit ces cellules sortent de sénescence et recommencent 

à proliférer, soit elles meurent. L’hypothèse de la sortie de sénescence des cellules pourrait 

s’expliquer par le fait que le promoteur de p16Ink4a est méthylé dans les cellules HT29. 

p16Ink4a est une protéine nécessaire à la mise en place de la sénescence et elle n’est pas 

exprimée dans le modèle que nous avons utilisé. Dans ce modèle, l’expression de p21Waf1 

semble suffisante à induire la sénescence mais pas à la maintenir. L’absence de p16Ink4a 

suffirait à expliquer que la sénescence ne soit pas maintenue car toutes les conditions 

nécessaires à la mise en place définitive de ce processus ne sont pas remplies. Pour être 

définitive, la sénescence nécessite l’activation de la protéine p16Ink4a, inhibitrice du 

complexe cycline D/Cdk4-6 et activatrice du suppresseur de tumeur pRb. L’induction de la 

sénescence lors de la réponse normale d’une cellule à un stress oncogénique est un processus 

permettant d’empêcher la progression tumorale. Le problème de la mise en place d’une 

sénescence non définitive, est que la cellule mutée sur un oncogène et présentant 

d’importantes cassures de l’ADN poursuit sa prolifération conduisant inéluctablement à 

l’augmentation de l’instabilité génomique. Dans notre modèle, malgré l’induction de la 

sénescence indépendante de p53, les cellules ont outrepassés le blocage de la prolifération et 

ont réussi à progresser dans le processus de tumorigenèse. L’instabilité génomique ainsi 

générée pourrait conduire à une augmentation de l’agressivité tumorale et éventuellement à 

une induction de la résistance aux traitements.

De nombreuses études notent l’importance du maintien de l’expression de 

l’oncogène dans les cellules tumorales. L’inhibition de l’oncogène responsable de la 

tumorigenèse d’une cellule conduirait à l’induction de la mort cellulaire (Weinstein, 2002). Ce 

phénomène s’appelle l’addiction à l’oncogène. En fonction de la diminution de la 
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prolifération cellulaire, un index d’addiction peut être calculé. Lorsque nous avons voulu 

savoir si nos cellules présentaient une addiction à l’oncogène Ras après avoir échappées à la 

sénescence, nous avons constaté que le retrait de la doxycycline dans le milieu n’empêchait 

pas la prolifération des cellules en culture. Nous n’avons pas quantifié cette prolifération 

mais le fait que les cellules aient continué à proliférer en culture malgré l’absence de la 

surexpression de H-RasV12 nous a conduit à penser que la survie des cellules de notre 

modèle n’était pas dépendante de Ras. Au cours d’une collaboration avec l’équipe du 

Professeur Pascale Jeannin et du Docteur Yves Delneste de l’unité U892, nous avons dosé 

par ELISA multiplexe les cytokines exprimées dans les surnageants des cellules inductibles 

pour H-RasV12 ainsi que dans les cellules RasL. Nous avons observé que les cellules RasL 

exprimaient un plus fort taux d’IL-6 que les cellules initiales. L’IL-6 active la voie des MAP 

Kinases. Son expression par les cellules RasL suggère l’apparition d’une boucle d’activation 

de la voie des MAP Kinases ce qui permettrait aux cellules de maintenir leur prolifération 

malgré l'absence de signal constitutif  de H-Ras.
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Chapitre II : Oncogène Ras et EMT

Malgré l'existence de mécanismes de contrôle du cycle cellulaire et de voies 

permettant l’arrêt de la prolifération, nous l’avons vu, certaines cellules sont capables de 

recommencer à proliférer. Cette capacité à proliférer malgré le stress oncogénique s’explique 

par l’inactivation des mécanismes suppresseurs menant à la sénescence. Dans un premier 

temps, nous avons décrit par quels mécanismes ces inactivations étaient possibles lors de la 

tumorigenèse. Récemment, la transition épithélio-mésenchymateuse (EMT) a été montrée 

comme étant capable d’induire un échappement aux mécanismes de sénescence. Cet 

événement, normalement impliqué dans le développement embryonnaire, avait d’ores et déjà 

été associé à l’apparition de métastases dans les cancers. Aujourd’hui, l’équipe de Puisieux lui 

à attribué un rôle dans la tumorigenèse précoce. Twist1 et Twist2, deux protéines impliquées 

dans le développement embryonnaire et dans l’EMT, sont fortement exprimées dans certains 

cancers. Ces deux protéines sont responsables de l’induction de l’EMT et de l’inhibition de 

l’expression de p21Waf1 et p16Ink4a au cours de la transformation induite par Ras (Ansieau 

et al., 2008).

Dans un deuxième temps, nous avons montré que l’échappement à l’OIS était 

corrélé à l’apparition d’un phénotype de cellules mésenchymateuses et à une 

dédifférenciation. La collaboration avec l’équipe du Docteur Philippe Juin nous a permis 

d’observer que cet échappement était également corrélé à une dépendance aux voies de 

survies induites par les protéines anti-apoptotiques Bcl-Xl et Mcl1.

Une hypothèse permettant d’expliquer l’échappement des cellules à l’arrêt du 

cycle cellulaire peut se baser sur l'hétérogénéité de la réponse cellulaire. Nous avons observé 

que les cellules qui échappaient à la sénescence surexprimaient toujours H-Ras mais dans 

une moindre mesure qu’après 48 h d'induction. Cette observation conduit à nuancer 

l'homogénéité de la réponse des cellules. En effet, on pourrait imaginer que la totalité des 

cellules répondent au stress oncogénique par l’induction d’une sénescence incomplète due à 

l'absence de p16Ink4a, puis qu’après une période de crise, elles échappent et recommencent 

à proliférer. Une alternative plus raisonnable à cette hypothèse pourrait expliquer 

l’échappement. Au cours de la sélection des cellules HT29 transfectées par le système 

d’induction de H-RasV12, nous n’avons pas sélectionné une population clonale mais gardé 

l’ensemble des cellules transfectées. Nous avons préféré travailler sur une population 
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hétérogène, sans doute plus proche de ce qui est observé dans la réalité d’une tumeur. De 

plus, l’étude d’une population hétérogène nous a permis de nous affranchir des risques de 

voir s’intégrer le gène d’intérêt dans une séquence du génome codant pour des protéines 

impliquées dans les processus que nous souhaitons observer. Ce choix peut, toutefois, être 

discuté si on considère que les cellules ayant échappé à la sénescence pourraient être celles 

dont l’insertion du gène de H-RasV12 dans le génome présentaient un avantage sélectif. Le 

fait que nous ayons observé une expression moins importante de H-Ras dans les cellules 

RasL par rapport à une induction de 48 h de Ras, amène à penser que certaines cellules 

auraient intégré une quantité du vecteur de H-RasV12 incompatible avec la survie après 

induction. En revanche, les cellules ayant intégré une moins grande quantité de ce vecteur 

auraient pu survivre à cette expression moins importante de H-RasV12.

A. L’EMT nécessiterait la perte de p21Waf1

p21Waf1 est responsable de l’expression de l’E-cadhérine permettant l’adhésion 

cellulaire (Mueller et  al., 2000). Cette expression contribue à l’inhibition de l’apoptose due à la 

perte d’adhésion. Plus récemment, il a été montré que p21Waf1 empêchait la formation de 

mammosphères par les cellules du sein ainsi que l’apparition de cellules souches (Liu et al., 

2009).

p21Waf1 contribuerait alors à l’inhibition de l’EMT pour empêcher le 

développement tumoral. La perte de p21Waf1 serait nécessaire à la mise en place de l’EMT. 

Dans notre modèle, l’induction de p21Waf1 est possible grâce aux cassures de l’ADN 

provoquées par le stress oncogénique. Malgré le maintien de l’activation de Ras et de 

l’expression des cassures dans les cellules RasL, p21Waf1 n’est plus exprimée. Plusieurs 

hypothèses peuvent alors expliquer la perte de son expression. Tout d’abord, nous pouvons 

penser que l’activité ou l’expression du facteur responsable de la transcription de p21Waf1 

lors de la réponse précoce à Ras est inhibée par un répresseur. Par exemple, Oct4 a 

récemment été montrée comme ayant un rôle important dans la répression du gène de 

p21Waf1 dans les cellules souches, permettant ainsi le maintien du phénotype de cellules 

souches (Lee et al., 2010). Nous avons testé l’expression de l’ARNm de Oct4 (résultats non-

présentés) dans les cellules RasL mais nous n’avons pas décelé de variation d’expression de 

son gène. Toutefois, la protéine Oct4 pourrait être dégradée au cours de la réponse au stress 

oncogénique, puis a nouveau stabilisée dans les cellules ayant échappé à la sénescence. Une 
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étude plus approfondie de l’expression de la protéine pourrait être intéressante dans notre 

modèle. La perte d’expression de p21Waf1 pourrait également être expliquée par l’expression 

de miARN dirigés contre son ARNm. En effet, il a récemment été montré qu’au moins 28 

miARN ciblent l’ARNm de p21Waf1 (Wu et  al., 2010). La majorité de ces miARN sont 

surexprimés dans différents types de cancers et pourraient être impliqués dans l’oncogenèse.

B. Ras induit l’EMT

L’implication de l’EMT dans notre modèle peut avoir deux rôles ; un rôle de 

transformation et d’échappement à la sénescence ; ou bien un rôle dans le pouvoir invasif 

des cellules. Nous avons observé le pouvoir de migration des cellules après seulement 48 h 

d’expression de H-RasV12. Pourtant, dans ces mêmes cellules, l’expression des marqueurs de 

l’EMT ne témoignait pas d’une transition vers un phénotype mésenchymateux. L’apparition 

précoce du phénomène d’invasion semble indiquer que les cellules commencent à mettre en 

place une EMT alors que la réponse au stress oncogénique n’a pas encore aboutie. À 

seulement 48 h d’expression de Ras, les cellules ont déjà acquis des capacités invasives. Ceci 

pourrait notamment s’expliquer par l’importante perte d’expression de la Villin1 qui est une 

protéine d’adhésion. Toutefois, ce processus d’invasion ne serait pas suffisant pour induire 

l’échappement à la sénescence. 

Au cours de notre étude, nous avons observé que l’arrêt de l’expression de Ras 

dans les cellules RasL ne les empêchait pas de proliférer. Nous n’avons pas mesuré l’index 

d’addiction à l’oncogène des cellules à la suite de l’arrêt de l’expression de Ras. Toutefois 

nous n’avons pas observé d’arrêt de la prolifération. Les observations que nous avons pu 

faire nous ont donc permis de supposer que les cellules RasL n’étaient pas dépendantes à 

l’oncogène Ras. De plus, l’extinction de K-Ras par siRNA dans différentes lignées de cancer 

du poumon et du pancréas a permis de mettre en évidence que les cellules tumorales 

indépendantes de l’expression de Ras exprimaient des marqueurs de l’EMT et avaient perdu 

l’expression de certaines protéines impliquées dans l’apoptose (Singh et  al., 2009). Cette 

étude corrobore l'observation que nous avons faite. Une autre observation intéressante a été 

faite dans cette publication. Les cellules qui se sont montrées dépendantes de l’expression de 

K-Ras présentaient un phénotype de cellules épithéliales bien différenciées. Cette 

observation conduit à penser que l’oncogène Ras serait indispensable au cours du stade 

précoce du processus de tumorigenèse des cellules n’ayant pas encore subi une EMT. À la 
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suite de l’EMT, en revanche, les cellules auraient inhibé l’expression des protéines impliquées 

dans l’apoptose et ne seraient donc plus dépendantes de l’expression de Ras. Ras serait alors 

indispensable au processus précoce de transformation et l’expression des marqueurs de 

l’EMT coïnciderait avec l’avancement des cellules dans un processus irréversible, engagé 

dans la tumorigenèse. Cette hypothèse s’accorde avec l’idée que l’EMT serait impliquée de 

manière avancée dans la réponse à l’oncogène Ras pour permettre l’échappement des cellules 

à la sénescence.

Lors de l’induction de la sénescence, il a été montré que les cellules sécrétaient de 

nombreux facteurs pouvant encourager la transformation des cellules paracrines non-

sénescentes présentant déjà un terrain favorable à la prolifération. Ce phénomène est appelé 

SASP (Senescence-Associated Secretory  Phenotype) (Young & Narita, 2009). L’IL-6 et l’IL-8 sont 

deux cytokines que nous avons retrouvées dans les surnageants de culture des cellules 

exprimant Ras lors d’expériences préliminaires. Toutes deux sont impliquées dans l’induction 

de l’EMT et en particulier lors d’une expression oncogénique de Ras ajoutée à la perte de 

p53 (Coppe et  al., 2008). Nous pouvons alors fait l’hypothèse que, dans notre modèle, les 

cellules sénescentes exprimeraient ces facteurs et permettraient aux cellules non-sénescentes 

qui expriment Ras d’induire une EMT pour poursuivre leur tumorigenèse. Les cellules qui 

entreraient en sénescence avant les autres seraient alors celles dont les cassures de l’ADN 

seraient les plus importantes.

C. Implication de la voie Notch3/Jag1 dans l’EMT

Nous avons observé le clivage de Notch3 ainsi que l'augmentation de l’expression 

de Jag1 dans la phase précoce de réponse à Ras. La voie de Notch est impliquée dans le 

développement embryonnaire et dans l’induction de l’EMT via le facteur de transcription 

Snail (Saad et al., 2010). Nous avons émis l’hypothèse que la voie Jag1/Notch3 pourrait avoir 

un rôle dans l’échappement des cellules à la sénescence. Pour être activées et clivées, les 

protéines de la famille de Notch doivent être liées à leur ligand. Ces ligands étant eux-mêmes 

des protéines transmembranaires, l’activation du clivage de Notch dans une cellule doit se 

faire de manière paracrine. Lors de la différenciation cellulaire qui a lieu au cours du 

développement, les cellules qui expriment plus de Notch vont recevoir le signal d’activation 

qui va engendrer une augmentation de l’expression de Notch alors que les cellules voisines 

qui expriment le ligand ne vont pas recevoir ce signal et vont continuer d’exprimer le ligand 
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à leur surface, mais pas Notch. Ceci suggère qu’un signal hétérogène existe entre les cellules 

et confirmerait l’hypothèse selon laquelle certaines cellules induisent la sénescence 

permettant aux autres d’échapper. Il a récemment été montré que Notch était responsable de 

l’inhibition de l’expression de l’inhibiteur du cycle cellulaire p27 dans les cellules initiatrices 

du cancer du colon, empêchant ainsi l’induction de l’apoptose dans ces cellules (Sikandar et 

al., 2010).

L’activation de Notch3 dans les cellules exprimant ce récepteur pourrait conduire 

à la transition épithélio-mésenchymateuse pour permettre l’échappement à la sénescence. La 

réponse hétérogène des cellules à l’induction de l’oncogène Ras serait alors expliquée par le 

fait que seules certaines cellules expriment et/ou activent le clivage de Notch3. De plus, un 

faible nombre de cellules échappent à l’OIS. La majorité active la sénescence et inhibe le 

cycle cellulaire. Les quelques cellules capables de recommencer – ou de poursuivre – leur 

progression dans le cycle cellulaire pourraient être celles présentant, à la fois, l’expression de 

Notch3 et pouvant être activées par la proximité de cellules exprimant le ligand Jag1.

La voie de Notch joue également un rôle dans la régulation de l’apoptose et est 

responsable de son inhibition dans certains cancers (Grottkau et al., 2009 ; Meurette et  al., 

2009 ; Wang et al., 2010a ; Wang et al., 2010b). Son activation pourrait alors également 

expliquer l’implication des protéines anti-apoptotiques Bcl-Xl et Mcl1 dans l’inhibition de 

l’apoptose.

D. L’EMT permet l’échappement à l’OIS

Les cellules ayant échappé à la sénescence induite par Ras ont recommencé à 

proliférer malgré les cassures de leur ADN. Les dommages de l’ADN associées au maintien 

de la prolifération cellulaire conduisent à l’apparition d’une instabilité génomique pouvant 

permettre à la cellule d’échapper aux mécanismes de sénescence. Nous avons observé que, 

dans les sphéroïdes formés à partir de cellules RasL, certaines cellules se détachent du 

sphéroïde pour former des amas distincts. Ces cellules ont également acquis un caractère 

invasif important en chambre de Boyden. Nous avons été surpris de constater qu’une 

induction courte de Ras permettait également la migration en chambre de Boyden. Pourtant, 

à 48 h d’expression de Ras, les cellules ont déjà commencé à activer la mise en place de la 

sénescence, p21Waf1 est exprimée, l’expression de Cdc25A et de Plk1 est inhibée et les 

cellules ont arrêté de proliférer. Toutefois, la voie des MAP Kinases est activée. Il est 
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raisonnable de penser que deux types de voies soient activées dans les cellules à ce moment 

du processus de réponse à Ras. L’oncogène induirait l’activation de voies d’invasion et de 

prolifération. La suractivation des voies de prolifération est détectée comme un stress 

important pour la cellule et elle y répond par la mise en place de la sénescence. Les 

mécanismes d’invasion sont mis en place très tôt, avant l’expression des marqueurs 

traduisant l’EMT. La transition vers un phénotype de cellule mésenchymateuse semble alors 

être un événement différent de l’apparition du caractère invasif des cellules et cette 

observation permet de proposer l’hypothèse selon laquelle l’EMT aurait, dans notre modèle, 

un rôle dans l’échappement à l’OIS avant d’être impliquée dans l’invasion tissulaire et 

l’apparition des métastases.
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TRAVAUX SUPPLÉMENTAIRES : LES THÉRAPIES 

ANTI-TUMORALES, RÉPONSES ET ÉCHAPPEMENT



Chapitre I : Introduction

Nous avons vu que les cellules ayant échappé à l’OIS induite par Ras avaient subi 

une EMT, étaient devenues dépendantes de la mise en place des voies de survie impliquant 

Bcl-Xl et Mcl1, et que certaines d’entre elles présentaient des caractères de cellules souches. 

Il est décrit que les cellules souches cancéreuses sont plus résistantes aux traitements 

anticancéreux (Ahmed et al., 2010 ; Gangemi et al., 2009).

Au cours de mon travail de thèse j’ai participé à l’étude de l’implication du facteur 

STAT3 dans la réponse aux traitements génotoxiques induits par le sn38. Cette étude a été 

menée par deux autres étudiantes en thèses, Hélène Sellier et Sandy Courapied. Cette 

troisième partie résume les résultats obtenus lors de ce travail.

L’irinotecan est une chimiothérapie largement utilisée dans le traitement des 

tumeurs colorectales. C’est un anticancéreux dérivé de la camptothécine et métabolisé dans 

le foie. Son métabolite actif, le sn38 agit en inhibant les topoisomérases I et conduit à 

l'effondrement des fourches de réplication et l’apparition de cassures de l’ADN. 

Malheureusement, certaines tumeurs résistent à ce traitement, et parfois de manière 

intrinsèque. Les connaissances apportées dans les mécanismes de résistance des cellules 

tumorales aux traitements anticancéreux permettraient de mieux cibler ces traitements et 

permettraient d’orienter le développement de nouvelles molécules visant à inhiber ces 

mécanismes.
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Chapitre II : Cdk5 phosphoryle STAT3 sur sa sérine 
727 pour activer les mécanismes de réparation de 
l’ADN

L’activation constitutive de STAT3 dans les cancers colorectaux ainsi que dans de 

nombreuses lignées cellulaires est bien documentée. Des travaux précédemment effectués 

dans le laboratoire ont montré que la voie EGFR-Src-STAT3 pouvait inhiber l’induction de 

la sénescence et activer les voies de réparation des dommages de l’ADN pour conduire à la 

résistance aux traitements (Vigneron et al., 2008 ; Vigneron et al., 2005). L’activation de la 

phosphorylation de la sérine 727 de STAT3 est mal connue et nous avons décidé d’étudier 

cet événement à la suite de dommage de l’ADN induit par un traitement utilisé en 

chimiothérapie, l’irinotecan.

Pour cette étude nous avons utilisé les cellules HT29 mutées sur le gène de p53. 

Nous les avons traitées avec le métabolite actif de l’irinotecan, le sn38, puis dans un premier 

temps nous avons observé que, suite aux dommages de l’ADN provoqués par l’inhibiteur 

des topoisomérases I, STAT3 était phosphorylé sur la sérine 727 mais pas sur la tyrosine 

705. Nous avons alors voulu déterminer quelle était la kinase responsable de la 

phosphorylation de STAT3. Au cours de notre étude, nous avons constaté que la kinase 

Cdk5 était surexprimée suite à d’un traitement au sn38 mais que la transcription de son ARN 

n’était pas induite. La kinase Cdk5 est principalement exprimée dans les neurones, mais elle a 

récemment été montré comme étant impliquée dans la réponse aux dommages de l’ADN 

(Dhavan & Tsai, 2001) et dans l’induction de la sénescence (Alexander et al., 2004 ; Tian et 

al., 2009 ; Yang & Hinds, 2003).

La kinase Cdk5 est activée à la suite de la fixation à ses co-activateurs p35/p25 

(Dhavan & Tsai, 2001). Nous avons alors étudié la liaison de Cdk5 à p35 par 

CoImmunoPrécipitation (CoIP) et nous avons constaté qu’après un traitement au sn38 Cdk5 

et p35 formaient un complexe. L’activité kinase de Cdk5 est possible après sa 

phosphorylation sur sa tyrosine 15. Nous avons observé cette phosphorylation à la suite de 

48 h de traitement au sn38. Nous avons voulu savoir si cette kinase pouvait être responsable 

de l’activation de STAT3 dans notre modèle. Le traitement des cellules HT29 avec du sn38 

après extinction de Cdk5 par siRNA puis nous a permis d’observer que Cdk5 était nécessaire 
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à la phosphorylation de STAT3, et la CoIP de Cdk5 avec STAT (S727) a confirmé 

l’implication de Cdk5 dans l’activation de STAT3.

Par la suite, nous avons souhaité connaître le rôle de cette forme de STAT3 dans 

les cellules HT29. Pour cela nous avons effectué des ChIP de STAT3 sur les promoteurs de 

gènes du cycle cellulaire, tels que Myc et la cycline D, et nous avons observé sa fixation et la 

régulation négative de ces gènes.

Finalement, une analyse par FACS du marquage de γH2Ax nous a permis 

d’observer que des siRNA dirigés contre Cdk5 ou STAT3 conduisait à une augmentation des 

cassures de l’ADN suite au traitement au sn38. Des ChIP des différentes formes de STAT3 

nous ont permis d’observer la présence de sa forme STAT3 phosphorylée sur la sérine 727 – 

mais pas sur la tyrosine 705 – sur le promoteur de Eme1 et la perte de fixation de cette 

même forme sur le promoteur de Myc et de la cycline D.

En résumé, ce travail a montré que suite à un traitement génotoxique induit par 

un inhibiteur de topoisomérase I, la kinase Cdk5 était activée et phosphorylait, à son tour, le 

facteur STAT3. STAT3 S727 active alors le promoteur du gène de réparation de l’ADN, 

Eme1, et quitte les promoteurs des gènes du cycle cellulaire tel que Myc et la cycline D pour 

empêcher leur expression.
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The cdk5 Kinase Regulates the STAT3 Transcription Factor to
Prevent DNA Damage upon Topoisomerase I Inhibition*
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The STAT3 transcription factors are cytoplasmic proteins

that induce gene activation in response to growth factor stimu-

lation. Following tyrosine phosphorylation, STAT3 proteins

dimerize, translocate to the nucleus, and activate specific target

genes involved in cell-cycle progression. Despite its importance

in cancer cells, themolecularmechanisms by which this protein

is regulated in response toDNAdamage remain to be character-

ized. In this study, we show that STAT3 is activated in response

to topoisomerase I inhibition. Following treatment, STAT3 is

phosphorylated on its C-terminal serine 727 residue but not

on its tyrosine 705 site. We also show that topoisomerase I

inhibition induced the up-regulation of the cdk5 kinase, a pro-

tein initially described in neuronal stress responses. In co-im-

munoprecipitations, cdk5 was found to associate with STAT3,

and pulldown experiments indicated that it associates with the

C-terminal activation domain of STAT3 upon DNA damage.

Importantly, the cdk5-STAT3pathway reducedDNAdamage in

response to topoisomerase I inhibition through the up-regula-

tion of Eme1, an endonuclease involved in DNA repair. ChIP

experiments indicated that STAT3 can be found associatedwith

the Eme1 promoter when phosphorylated only on its serine 727

residue and not on tyrosine 705. We therefore propose that the

cdk5-STAT3 oncogenic pathway plays an important role in the

expression ofDNA repair genes and that these proteins could be

used as predictive markers of tumors that will fail to respond to

chemotherapy.

Signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3)3

proteins are cytoplasmic transcription factors that translocate
into the nucleus following growth factor stimulation. In con-
trast to normal cells where its phosphorylation is only transient,
constitutive activation of STAT3 has been reported in several
primary cancers and tumor cell lines (1–3). This abnormal acti-
vation is due to oncogenic kinases such as epidermal growth

factor receptor, Her2/Neu, src, or bcr-abl, which induce
STAT3 activation through phosphorylation of its tyrosine 705
residue (4). This phosphorylation allows the nuclear transloca-
tion and DNA binding of the STAT3 dimer and the up-regula-
tion of several genes involved in cell-cycle and cell survival such
as cyclin D1, Myc, or bclxl. The up-regulation of these cancer
genes mediates the oncogenic activity of STAT3 and its ability
to transform cells (5).

A second phosphorylation occurs on the serine 727 residue
of the C-terminal activation domain. It has been proposed that
this phosphorylation is necessary for maximal gene activation,
because its mutation prevents STAT3 transcriptional function
(6). It is believed that this modification favors the recruitment
of transcriptional cofactors such as CBP, NcoA, or P-Tefb that
binds to the C-terminal domain of the transcription factor
(7–10). However, it remains to be determined if the association
of STAT3 with its coactivators is a direct consequence of Ser-
727 phosphorylation.

Although it was initially believed that the tyrosine phosphor-
ylation is essential for STAT3 activity, several groups have
recently reported that specific forms of the transcription factor,
which are only phosphorylated on its Ser-727 residue, can
induce gene activation. In prostate cancer, Ser-727 phosphory-
lation is sufficient to activate STAT3 anddrive tumorigenesis in
the absence of tyrosine 705 activation (11). Elegant results have
shown that tyrosine 705mutants can associate with NF-!B and
induce the expression of genes such as mras ormet, which are
likely to play an important role in cell transformation by STAT3
(12–14). These results lead to the important conclusion that the
influence of STAT3 on cell transformation can be independent
of the tyrosine 705 phosphorylation and that this site should
not be considered as a unique marker of STAT3 oncogenic
activity.
This conclusion also leads to the hypothesis that STAT3 can

induce different transcriptional programs, depending onwhich
sites are phosphorylated and certainly on the type of stimula-
tion. Although STAT3 activation is well characterized in
response to growth factor stimulation, little is known about its
regulation in response to other stimulation such as DNA dam-
age and chemotherapy treatment. Interestingly, several studies
have suggested that an abnormal activation of this transcription
factor is associated with intrinsic drug resistance (15). STAT3
expression has been associated with resistance to radiation-
induced apoptosis (16–18), and it can also confer resistance to
Fas or paclitaxel-mediated apoptosis in multiple myeloma and
ovarian cancer (19, 20). Most of the time, escape to drug treat-
ment is related to the STAT3-mediated expression of survival
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proteins such as bcl-xl or survivin (21, 22). In addition, we have
recently shown that the epidermal growth factor receptor-src-
STAT3 pathway can prevent senescence induction (23) and
activate DNA repair genes (24) to confer resistance to chemo-
therapy treatments.
In this study, we have further characterized the regulation of

STAT3 during DNA damage. In colorectal cell lines, we have
found that the transcription factor is phosphorylated on its ser-
ine 727 residue following topoisomerase I inhibition and that
tyrosine 705 phosphorylation is not modified. In addition, we
have also observed that this phosphorylation is due to the bind-
ing of the cdk5 kinase to the transcription factor. cdk5 is a
serine/threonine kinase, which was initially characterized in
postmitotic neurons. Once associated with its specific activa-
tors p35/p25, this protein plays an important role in neuronal
survival, neurite outgrowth, and cytoskeletal functions (25–27).
In response to topoisomerase I inhibition, we have observed
that cdk5 is activated and that it interactswith STAT3 to induce
its serine phosphorylation. Cdk5 appeared to be involved in the
STAT3-mediated regulation of the cyclin D1, myc, and Eme1

genes. Importantly, ChIP analysis showed that the transcrip-
tion factor can be found associated with the Eme1 promoter
when phosphorylated only on serine 727.We therefore propose
that cdk5 regulates the STAT3-Eme1 pathway and that this is
an important step in the response of colorectal tumors to topo-
isomerase I inhibition.

MATERIALS AND METHODS

Cell Lines—The human colorectal cell lines HT29 (HTB-38)
and HCT116 (CCL-247) (ATCC,Manassas, VA) were cultured
in RPMI 1640 medium (Lonza, Walkersville, MD). Cell lines
were supplemented with 10% fetal bovine serum (PAA Labora-
tories GmbH, Austria).
Materials—sn38 came from Pfizer (New York, NY). Poly-

clonal anti-STAT3 (C20), anti-phospho-STAT3-Ser-727 (ser727-R),
anti-cdk5 (C8), anti-cdk5 Y15, anti-Erk2 (C14), anti-phos-
pho-Erk1/2 (E4), anti-p35 (C19), anti-lamin A/C (346), anti-
!-tubulin (H-235), and hsc70 (B-6) were obtained from
Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA). The anti-H2Ax
Alexa fluor was obtained from BD Biosciences, and the anti-
phospho-STAT3-Tyr 705 was from Cell Signaling. The cdk5
and STAT3 siRNAs have been obtained from Dharmacon
Inc. (Lafayette, CO) and transfected using the Dharmafect 4
(Dharmacon) method. Three different siRNAs were used for
each transfection.
Cell Treatment—Cells grown in 3%FBSmediumwere imme-

diately treatedwith sn38 (5 ng/ml) for 48 h. Note that this treat-
ment should be done before complete cell adhesion so that
every cell can incorporate the drug before entering the next S
phase. For siRNA experiment, cells were transfected with the
appropriate siRNA using the Dharmafect 4 method and grown
up for 48 h in 6-well plates. In 3% FBS medium, cells were then
divided into two wells and again immediately treated with sn38
(5 ng/ml) for 48 h.
Immunoprecipitation and Western Blot Analysis—After two

washings with cold PBS, cells were lysed in 100 "l (Western
blot) or 1 ml (immunoprecipitation) using ice-cold lysis buffer
(25 mM HEPES, pH 7.9, 300 mM KCl, 0.2 mM EDTA, 10% glyc-

erol, 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride, 2 "g/ml leupeptin, 5
"g/ml aprotinin, 1 "g/ml pepstatin A, 0.5 M NaF, 100 mM

Na3VO4). After a 30-min incubation at 4 °C, total extracts were
clarified by centrifugation at 12,000 rpm for 10 min.
Immunoprecipitations were performed overnight at 4 °C

with whole cell extracts (2–4 mg) in the presence of 0.1 or 1%
Nonidet P-40 (CA-630, Sigma). Cell extracts were precleared
with 75 "l of protein G-agarose (Sigma-Aldrich, 50% slurry in
phosphate-buffered saline) for 2 h at 4 °C, and cleared extracts
were immunoprecipitatedwith 4"g of the indicated antibodies
overnight at 4 °C followed by the addition of 50 "l of protein
G-agarose for 1 h at 4 °C. Immunoprecipitated proteins were
washed two times in lysis buffer and one time with 10 mM Tris,
pH 8, 100 mM EDTA, prior to the addition of sample buffer.
Following electrotransfer, membranes (Millipore Corp., Bil-
lerica, MA) were blocked for 45 min at room temperature in
Tris-buffered saline buffer, 5% bovine serum albumin, 0.05%
Tween. Membranes were then incubated overnight with the
indicated antibodies diluted in Tris-buffered saline buffer, 1%
bovine serum albumin, 0.05% Tween at 4 °C. After three wash-
ings, blots were incubated with the appropriate horseradish
peroxidase-conjugated secondary antibody for 45min. Proteins
were detected using an enhanced chemiluminescence system
(ECL, Bio-Rad).
Quantitative PCR—RNA was extracted using the TRIzol

method (Invitrogen), and complementary DNA was synthe-
sized from 2 "g of RNA by random hexamer priming using
Moloney murine leukemia virus reverse transcriptase (Pro-
mega, Madison, WI). For cDNA quantification, PCR was
performed with 4 "l of 20! diluted cDNA, 5 "l of Qiamix
(Qiagen), and 1 "l of 5 "M primers. Accumulation of fluo-
rescent products was monitored on the ABI PRISM 7300
real-time PCR system (Applied Biosystems, Foster City, CA).
The relative quantification of gene expression was performed
using the comparative CT method, with normalization of the
target gene to the endogenous housekeeping gene RPLPO.
RT-PCR primers were as follows: RPLPO (5"-AACCCAGC-
TCTGGAGAAACT-3" and 5"-CCCCTGGAGATTTTAGT-
GGT-3"), CD1 (5"-CAGTAACGTCACACGGACTAC-3" and
5"-ACAGGAGCTGGTGTTCCAT-3"), cdk5 (5"-AGCGACA-
AGAAGCTGACTTT-3" and 5"-AGAATCCCAGCCCTTTT-
AGT-3"), and Eme1 (5"-AACGCTTCAGGGCTTTGTAA-3"

and 5"-GCTCCCTGTTTCCCTCTTCT-3").
ChIP—Attached cells were washed twice with cold PBS,

cross-linked with 1% formaldehyde at room temperature for 10
min, and then washed twice with 10 ml of cold PBS. Cells were
lysed with 500"l of lysis buffer (1% SDS, 10mM EDTA, 150mM

NaCl, 20 mM Tris-HCl, pH 8.1, 1 mM phenylmethylsulfonyl
fluoride, 2"g/ml leupeptin, 5"g/ml aprotinin, 1"g/ml pepsta-
tin A, 0.5MNaF, 100mMNa3VO4), and extracts were sonicated
six times for 15 s each. Supernatants were recovered by centri-
fugation at 12,000 rpm for 10 min at 4 °C, diluted one time in
dilution buffer (1% Triton X-100, 20 mM Tris-HCl, pH 8.1, 2
mM EDTA, 150mMNaCl, 1mM phenylmethylsulfonyl fluoride,
2 "g/ml leupeptin, 5 "g/ml aprotinin, 1 "g/ml pepstatin A, 0.5
MNaF, 100mMNa3VO4), and subjected to one round of immu-
noclearing for 2 h at 4 °C using protein-G-agarose coated with
salmon sperm DNA (Millipore). Immunoprecipitations were
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performedovernightwith specific antibodies, then 20!l of pro-
tein G-agarose-coated beads with salmon sperm DNA (50%)
was added for 1 h at 4 °C. Beads were then washed for 10min in
TSE1 (0.1% SDS, 1% Triton X-100, 2mM EDTA, 20 mM Tris-
HCl, pH 8.1, and 150 mmol/NaCl), TSE2 (0.1% SDS, 1% Triton
X-100, 2 mM EDTA, 20 mM Tris-HCl, pH 8.1, and 500 mmol/
NaCl), and TSE3 (0.25 M LiCl, 1% Nonidet P-40, 1% deoxy-
cholate, 1mM EDTA, and 10mMTris-HCl, pH 8.1). Beads were
washed once with TE buffer (10mMTris, pH 8, 100mM EDTA)
and eluted with 500 !l of elution buffer (1% SDS and 0.1 M

NaHCO3) for 1 h. Eluates were heated at 65 °C overnight, and
DNA was precipitated using classic procedures. For PCR, 5 !l
from a 100-!l DNA preparation was used for 25–30 amplifica-
tion cycles. The following primers were used: region !34/"89,
5#-CCGGGCTTTGATCTTTGCT-3# and 5#-GACTCTGCT-
GCTCGCTGCTA-3#of the cyclinD1promoter; region!2760/
!2486, 5#-TTGTGCCACTGCTGACTTTGTC-3# and 5#-AGC-
CTGAAGAAGGAGGATGTGAGG-3# of the p21 promoter.
Myc and Eme1 primers have been described before (24, 28).
Flow Cytometry—For DNA content analysis, 1.5 $ 106 cells

were washed twice with PBS and fixed in 70% ethanol. Cells
were treated with 100 units/ml RNase A for 20 min at 37 °C,
then diluted in PBS/propidium iodide (50!g/ml), and immedi-
ately analyzed by flow cytometry (BD Biosciences). For phos-
pho-H2Ax analysis, 1$ 106 cells were recovered by centrifuga-
tion with their supernatant at 1500 rpm for 5 min at room
temperature. Cells were fixed with 2% paraformaldehyde at
room temperature for 10 min. Cells were then washed twice
with PBS and centrifuged at 1500 rpm for 5 min at 4 °C. Cells
were incubatedwith a PBS-2%bovine serumalbumin-0.2%Tri-
ton solution for 2 min. The primary antibody was diluted at
1/50, and 4#,6-diamidino-2-phenylindole (5!g/ml) was diluted
500 times. Cells were incubated for 1 h a room temperature and
then analyzed by flow cytometry.
Colony Formation Assay—For colony formation assays, 1000

cells were plated per well in 6-well plates, treated with sn38 the
next day and allowed to form colonies. After 10–14 days cells
were washed twice with PBS and treated with crystal violet for
10 min at room temperature, and then washed five times with
water. The percentage of colony-forming cells was calculated as
compared with non-treated cells.
Pulldown Assay—Bacteria were grown up in 5 ml of LB

medium overnight. 200 ml of ampicillin-LB was inoculated
with 2 ml of the overnight culture and grown up until optical
density reached 0.6–0.8. Isopropyl 1-thio-"-D-galactopyrano-
side was then added at 1 mM for 2 h, bacteria were recovered
by centrifugation at 4000 rpm for 20min at 4 °C, resuspended in
8 ml of lysis buffer (50 mM Na2HPO4, pH 8, 300 mM NaCl, 10
mM imidazole, 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride, 1 mg/ml
lysozyme), incubated on ice for 30min and sonicated 6–8 times
for 20 s. Triton X-100 was added to the final concentration of
1% and incubated on ice for 15min. Extracts were recovered by
centrifugation at 4000 rpm for 15min at 4 °C, and supernatants
were transferred to a 15-ml conical tube. 250 !l of beads (nick-
el-nitrilotriacetic acid-agarose, Qiagen) was added for every
200 ml of initial culture, and extracts were incubated for 1 h at
4 °C. Beads were then washed three times with washing buffer
(50 mMNa2HPO4, pH 8, 300 mMNaCl, 20 mM imidazole, 1 mM

phenylmethylsulfonyl fluoride). Beads (400 ng of fusion pro-
tein) were then incubated for 20 min at 4 °C with cell extracts
(300 !g) and washed three times with lysis buffer (25 mM

HEPES, pH 7.9, 300mMKCl, 0.2mM EDTA, 10% glycerol, 1mM

phenylmethylsulfonyl fluoride, 2 !g/ml leupeptin, 5 !g/ml
aprotinin, 1 !g/ml pepstatin A, 0.5 M NaF, 100 mM Na3VO4)
prior to the addition of sample buffer andWestern blot analysis.
Kinase Assay—His-%1–716 STAT3 proteins were produced

as described above and eluted from the beads. In parallel, cdk5
was immunoprecipitated from sn38-treated cells (total ex-
tracts, 100 !g), and 15 !l of beads was incubated with 1 !g of
His-%1–716 STAT3 at room temperature for 10 min with 10
!M coldATP. The reactionwas stopped by the addition of 50!l
of sample buffer. Samples were analyzed by Western blot as
described above using a polyclonal antibody directed against
the serine-phosphorylated form of STAT3.

RESULTS

STAT3 Is Phosphorylated on Its Serine 727 Residue following

Topoisomerase I Inhibition—To determine if the STAT3 tran-
scription factor is involved in the response to DNA damage,
growing HT29 colorectal cells were treated with sn38, the
active metabolite of irinotecan. Using Western blot analysis,
we observed that topoisomerase I inhibition induced the phos-
phorylation of STAT3 on its serine 727 C-terminal residue
(Fig. 1A, lanes 3 and 4). As a control, topoisomerase I inhi-
bition did not affect the expression or phosphorylation of the
Erk1/2 kinases (Fig. 1B, lanes 1 and 2). Because p53 is mutated
in the HT29 cell line, this effect does not appear to rely on the
tumor suppressor gene. Under these conditions, we were not
able to detect a significant activation of the tyrosine 705 phos-
phorylation site, whereas this site was normally phosphorylated
upon IL-6 stimulation. When HT29 cells were serum-starved
for 2 days and then stimulated with this cytokine for 30 min, a
significant activation of the two phosphorylation sites was
detected as expected (Fig. 1C, lanes 1 and 2). In addition, when
the transcription factor was immunoprecipitated using anti-
bodies directed against its tyrosine 705-phosphorylated form,
we observed that STAT3 was phosphorylated on its two sites
following IL-6 stimulation.However, wewere not able to detect
any tyrosine phosphorylation following topoisomerase I inhibi-
tion (Fig. 1C, compare lanes 4 and 5). UsingWestern blot anal-
ysis, we observed that this phosphorylation remained non-de-
tectable during the 3 days of treatment, whereas the serine 727
phosphorylation was easily detected and declined at 96 h (Fig.
1D, lanes 1–4 and data not shown). Note, however, that we
were able to detect a weak constitutive phosphorylation of the
tyrosine 705 site when 600 !g of total extract was used. By
contrast, 50- 60 !g of proteins were used in this study to detect
all protein expression and STAT3 serine 727 phosphorylation.
Therefore, in our experimental model, the tyrosine-phosphor-
ylated forms of STAT3 are not highly expressed as compared
with the ones presenting a phosphorylation on the serine 727
residue.

The activation of STAT3 was surprising, because its phos-
phorylation theoretically occurs in theG1 phase of the cell cycle
and in response to growth factor stimulation. Under the condi-
tions used in this study, clonogenic assays indicated that sn38
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treatment inhibited cell proliferation, and FACS analysis
showed thatHT29 cells were arrested in theG2 phase of the cell
cycle after 48 h (Fig. 2A). Because STAT3 phosphorylation is

maximal at 72 h, this event is probably not driving G2 arrest. To
confirm that STAT3 was activated during the G2 phase of the
cell cycle upon DNA damage, FACS experiments were per-
formed using propidium iodide staining conjugated with intra-
cellular staining using phospho-serine 727 antibodies. Cells
were treated with sn38 or starved and stimulated with IL-6 as a
control. As expected, upon cytokine stimulation, the two main
STAT3 phosphorylation sites, serine 727 (and tyrosine 705,
data not shown) were detectedmainly in cells present in the G1

phase of the cell cycle. By contrast, serine phosphorylation fol-
lowing sn38 treatment was detected essentially in the G2 phase
of the cell cycle (Fig. 2B).
We noticed that a fraction of HT29 cells died by apoptosis

following sn38 treatment as shown by the reproducible pres-
ence of a subG1 propidium iodide staining (Fig. 2A, right panel).
This escape toG2 arrest has been previously reported and is due
to the inactivation of the p53-p21waf1 pathway in this cell line
(29). To determine if STAT3 phosphorylation was due to the
induction of apoptosis, we used HCT116 cells, because topo-
isomerase I inhibition induces senescence in this cell line due to
intact p53 signaling. Results presented in Fig. 2C confirm that
sn38 induced G2 arrest and the appearance of cells with multi-
ple micronuclei and an increase in the number of !-galactosi-
dase-positive cells, two hallmarks of senescence induction and
mitotic catastrophe. Under this condition, Western blot analy-
sis showed that STAT3 was phosphorylated on its serine 727
residue to the same extent as compared with HT29 cells (Fig.
2C, lanes 1 and 2). This result suggests that the phosphorylation
of the transcription factor is not due to apoptosis. Importantly,
it also indicates that this effect is not cell line-specific. Alto-
gether, these results indicate that the STAT3 transcription fac-
tor is phosphorylated on its serine 727 residue in response to
topoisomerase I inhibition.
The cdk5 Kinase Is Up-regulated upon Topoisomerase I

Inhibition—We then wanted to determine which kinase is
involved in STAT3phosphorylation upon genotoxic treatment.
During the course of these experiments, we have noticed that
the expression of the cdk5 kinase was increased in response to
topoisomerase I inhibition. Although cdk5 has been essentially
characterized in neurons (25), it has been recently shown that
this protein is also involved in the response toDNAdamage and
in the induction of senescence programs (30–33). Interestingly,
this kinase has also been shown to regulate STAT3 in neuronal
cells (34). Using total cell extracts, Western blot experiments
showed that cdk5 expression was significantly enhanced in
response to sn38 (Fig. 3A, lanes 2 and 3). As a control, we did
not detect any significant activation of p38, although it was
phosphorylated as expected in response to the rasV12 onco-
gene (Fig. 3A, lanes 4–6). To determine if the increased expres-
sion of the kinasewas regulated at the transcriptional level, cells
were treated with sn38, and the level of the cdk5 mRNA was
analyzed by quantitative RT-PCR experiments. Results pre-
sented Fig. 3B showed that topoisomerase I inhibition had no
effect on thismRNA, suggesting that the expression of cdk5was
mainly regulated at the translational level. In neuronal cells, it
has been shown that cdk5 is activated following its association
with its p35/p25 coactivator (25). Western blot experiments
showed that p35was constitutively expressed inHT29 cells and

FIGURE 1. STAT3 is phosphorylated on its serine 727 residue following
topoisomerase I inhibition.A,HT29cellswere treated withsn38(5ng/ml)or not
for the indicated times. Following stimulation, total cell extracts were prepared,
and serine 727 phosphorylation was analyzed by Western blot using polyclonal
antibodies directed against the phosphorylated form of the protein. The mem-
brane was reprobed with an antibody directed against hsc70 as a loading control
(n ! 5). Note that, in every experiment, sn38 was added to the cell culture just
after cell plating to get an optimal inhibition of cell cycle progression.B, HT29 cells
were treated with sn38 (5 ng/ml) for 48 h. Following stimulation, cell extracts
were prepared and p-Erk1/2 and Erk2 expression was analyzed by Western
blot with polyclonal antibodies directed against these proteins (n ! 3). C, HT29
cells were serum-starved for 2 days and stimulated with IL-6 (20 ng/ml) for 30 min.
STAT3 activation was analyzed by Western blot using antibodies directed against
the different phosphorylated forms of the proteins or against its non-phos-
phorylated form (n ! 2). In parallel, whole cell extracts were immunoprecipi-
tated with polyclonal antibodies directed against the tyrosine-phosphorylated
form of STAT3 ("705) or control antibodies (Gal4), and samples were then ana-
lyzed by Western blot using polyclonal antibodies directed against STAT3 Ser727
(n ! 2). D, HT29 cells were treated with sn38 (5 ng/ml) or not for the indicated
times. Following stimulation, total cell extracts were prepared, and the serine 727
and tyrosine 705 phosphorylations were analyzed by Western blot using poly-
clonal antibodies directed against the phosphorylated forms of the protein. The
membrane was reprobed with an antibody directed against STAT3 and then
hsc70 as a loading control (n ! 3).
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that sn38 did not affect its expression level (Fig. 3C, lanes 1
and 2). We were not able to detect p25. We then asked
whether cdk5 interacts with p35 upon drug treatment. To
this end, HT29 cells were treated with sn38, total cell
extracts were recovered, and co-immunoprecipitations were
performed with polyclonal antibodies directed against p35
or nonspecific antibodies (Fig. 3C, lanes 3–6). Proteins pres-
ent in the immunoprecipitates were revealed by immunoblot-
ting with anti-cdk5 antibodies. Under these conditions, cdk5

was found to co-immunoprecipitate
with p35 proteins (Fig. 3C, compare
lane 6 and 4). Note that these co-
immunoprecipitations were carried
out using non-transfected cells, so
that the association does not re-
quire the proteins to be overex-
pressed. It has been recently pro-
posed that the binding to p35 is not
sufficient to initiate Cdk5 kinase
activation, which is also dependent
on the phosphorylation of the
kinase on its tyrosine 15 residue
(35). We thus determined using
total cell extracts whether sn38 also
modulates Cdk5 phosphorylation.
As shown in Fig. 3D, lanes 1–4, we
found that phosphorylation of Cdk5
at tyrosine 15 was also increased in
response to topoisomerase I inhibi-
tion. Note that, using total cell
extracts, wewere not able to detect a
significant activation of the kinase
before 48 h of treatment (see below).
Therefore, we concluded from these
results that the cdk5 kinase is acti-
vated following topoisomerase I
inhibition.
Cdk5 Interacts with STAT3 and

Induces Its Serine 727 Phosphoryla-

tion upon Topoisomerase I In-

hibition—To determine if cdk5 is
involved inSTAT3serinephosphor-
ylation following sn38 treatment,
we first asked if the kinase could
bind to the transcription factor. To
this end, HT29 cells were treated
with sn38, total cell extracts were
recovered, and immunoprecipita-
tions were performed with poly-
clonal antibodies directed either
against STAT3 or nonspecific an-
tibodies (Fig. 4A, lanes 1 and 2).
Proteins present in the immuno-
precipitates were revealed by im-
munoblotting with the reciprocal
cdk5 or STAT3 antibodies. Under
these conditions, STAT3 was found
to co-immunoprecipitate with cdk5.

These interactions were specific, because almost no interac-
tion was observed using a control IgG antibody (Fig. 4A,
compare lanes 1 and 2). Importantly, these co-immunopre-
cipitations were performed with extracts from non-trans-
fected cells; therefore, the association between STAT3 and
cdk5 did not rely on the overexpression of the two proteins.

To confirm this observation, in vitro pulldown experiments
were performed using bacterially produced 6! histidine-
tagged STAT3 containing either the full-length protein or the

FIGURE 2. STAT3 is phosphorylated on serine 727 during G2 arrest. A, HT29 cells were treated or not with
different concentration of sn38 for 10 –14 days. Colony formation was then counted using an inverted micro-
scope, and the growth of non-treated cells was set up at 100%. Clonogenic survival was then plotted as a
fraction relative to these untreated cells (n " 5 # S.D.). In parallel, growing HT29 cells were treated with sn38 (5
ng/ml) for 48 h, and DNA content and apoptosis were then evaluated by flow cytometry (n " 5). B, HT29 cells
were treated with sn38 (5 ng/ml) or IL-6 (20 ng/ml) as indicated, and DNA content and serine phosphorylation
were then analyzed by flow cytometry analysis using polyclonal antibodies directed against the serine 727-
phosphorylated form of STAT3 (n " 3). C, growing HCT116 cells were treated or not with sn38 for different
times as indicated. The percentage of senescent cells was evaluated as the number of cells expressing SA-!-gal
activity and micronuclei (left part, n " 3). In parallel, DNA content was evaluated by flow cytometry after 48 h
(right part), and the phosphorylation of STAT3 on its serine residue was analyzed by Western blot as described
above (n " 3, bottom).
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716–770 amino acids corresponding to the activation domain
of STAT3 (Fig. 4B, STAT3 or STAT3!1–716). His-tagged
STAT3 proteins were immobilized on beads and incubated

with total cell extracts prepared from cells treated or not with
sn38. As previously shown using extracts from neuronal cells
(34), we found that the endogenous cdk5 kinasewas retained by
the full-length his-STAT3 protein as well as by the STAT3!1–
716 fusion protein immobilized on beads. By contrast, the
kinase was not retained by the beads alone (Fig. 4C, compare
lanes 3–5).We also noticed that this interactionwas dependent
on sn38, because almost no signal was observed using extracts
from non-treated cells (Fig. 4C, compare lanes 1–2 with 3–4).
We then determined if cdk5 was involved in the serine phos-

phorylation of STAT3 in response to genotoxic treatment. To
this end, cells were transfected with a pool of three siRNA
directed against cdk5 or the corresponding control siRNA, cells
were treated or not, and STAT3 phosphorylation was then
investigated byWestern blot. Following siRNA transfection, we
observed as expected that the expression of cdk5 was down-
regulated (Fig. 4D, lanes 1 and 4, top panel). Interestingly, we
also noticed that STAT3 serine phosphorylation was reduced
upon genotoxic treatment in the absence of the kinase (Fig. 4D,
compare lanes 3 and 4, middle panel). Note, however, that we
were not able to completely down-regulate STAT3 phosphory-
lation, suggesting either that the S727-phosphorylated form of
STAT3 has an increased half-life or that other kinases are also
phosphorylating STAT3. To further confirm that cdk5was able
to phosphorylate STAT3, the kinase was immunoprecipitated
from sn38-treated cells and incubated in vitro in the presence of
cold ATP and a purified preparation of STAT3!1–716. West-
ern blot analysis confirmed that the transcription factor was
effectively phosphorylated on its serine 727 residue under these
conditions (Fig. 4D, lanes 5 and 6). In addition, we also deter-
mined if cdk5 was involved in STAT3 phosphorylation in other
experimental conditions. To this end, cells were transfected
with siRNA as described above, serum-starved, and then stim-
ulated with IL-6 for 30 min. Results indicates that cdk5 was not
involved in the activation of STAT3 by this cytokine (Fig. 4D,
lanes 7–9).

It is well known that STAT3 is present in the cytoplasm
and in the nucleus. In addition, it has also been reported that
cdk5 is localized in the cytoplasm to regulate the neuronal
architecture. To determine the localization of these proteins
following topoisomerase I inhibition, fractionation experi-
ments have been performed (Fig. 4E, lanes 1–12). Results
showed that both STAT3 and cdk5 were present in the nucleus
and on the chromatin following sn38 treatment (Fig. 4E, lanes 6,
7, and 12). As observed in Fig. 1, STAT3 phosphorylation was
maximal at 72 h. Both proteins were also activated in the cyto-
plasm; however, cdk5 activation occurred first in the nucleus,
suggesting that the initial activation event might occur in this
compartment between 24 and 48 h. Interestingly, we were also
able to detect cdk5 on chromatin but only its non-phosphory-
lated form. However, ChIP experiments indicated that cdk5
was not associated with STAT3 on its target genes (see below).
These fractionation experiments also indicated that p35 was
not present in the nucleus. Because p35 and cdk5 interact, we
then askedwhether p35 binds to STAT3 in response to sn38. As
described above, total cell extracts were recovered, and immu-
noprecipitations were performed with polyclonal antibodies
directed either against p35 or nonspecific antibodies (Fig. 4E,

FIGURE 3. The cdk5 kinase is activated following topoisomerase I inhibi-
tion. A, growing HT29 cells were treated or not with sn38 (5 ng/ml) for 24 or
48 h. Following stimulation, total cell extracts were prepared, and cdk5
expression was analyzed by Western blot using polyclonal antibodies
directed against the kinase (lanes 1–3, n " 5). Under the same conditions, the
phosphorylation of the p38 kinase was investigated. As a control, cells were
transfected with the rasv12 oncogene to induce p38 activation (lanes 4 – 6,
n " 3). The membranes were reprobed with an antibody directed against
tubulin as a loading control. B, growing HT29 cells were incubated with sn38
(5 ng/ml) for 48 h, and the expression of the cdk5 mRNA was analyzed by
quantitative RT-PCR experiments (n " 3). C, growing HT29 cells were treated
as described above, and after 48 h, whole cell extracts were prepared and
Western blot analysis was performed with polyclonal antibodies directed
against cdk5, p35, or lamin as a loading control (lanes 1 and 2). In parallel,
extracts were immunoprecipitated with polyclonal antibodies directed
against p35 (lanes 5 and 6) or a control serum (lanes 3 and 4). Samples were
then analyzed by Western blot using polyclonal antibodies directed against
cdk5 (n " 3). D, HT29 cells were treated with sn38 as described previously, and
the expression and phosphorylation of cdk5 on its tyrosine 15 residue were
analyzed by Western blot (n " 3).
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FIGURE 4. Cdk5 interacts with STAT3 to induce its phosphorylation on Serine 727. A, HT29 cells were treated with sn38 for 48 h, and whole cell extracts were
then immunoprecipitated with polyclonal antibodies directed against STAT3 proteins (lane 2) or a control serum (lane 1), separated by SDS-PAGE, transferred
to a nitrocellulose filter, and probed with polyclonal antibodies directed against STAT3 or cdk5 proteins as indicated. B, representation of the fusion proteins
used in the pulldown experiments. C, total cell extracts (300 !g) were incubated with histidine, with His-tagged STAT3Cter (STAT3!1–716), or with the
full-length STAT3 (his-STAT3) immobilized on nickel-agarose beads (400 ng). Samples were then separated on polyacrylamide gels, and cdk5 binding was
detected by Western blot using anti-cdk5 polyclonal antibodies (lanes 1– 4). D, growing HT29 cells were either transfected with cdk5-specific siRNA oligonu-
cleotides or control oligonucleotides as indicated. Cdk5 expression and phosphorylation of STAT3 on its serine residue were monitored after treatment with
sn38 for 48 h (lanes 1– 4, n " 4). In parallel, cdk5 was immunoprecipitated from sn38-treated cells and incubated with STAT3!1–716 for 10 min at RT in the
presence of cold ATP. The phosphorylation of STAT3 on its serine 727 residue was analyzed by Western blot as described above (lanes 5 and 6). In parallel,
growing HT29 cells were either transfected with cdk5-specific siRNA or control siRNA as indicated, serum-starved, and then stimulated with IL-6 for 30 min.
Cdk5 expression and STAT3 phosphorylation were monitored as above (n " 2). E, HT29 cells were treated with sn38 for the indicated times and cytoplasmic,
nuclear, or chromatin extracts were prepared and analyzed by Western blot analysis using antibodies directed against the indicated proteins (n " 2, lanes 1–12).
Lamin, tubulin, and histone expression were used as loading controls for each compartment. In parallel, HT29 cells were treated or not with sn38 for 48 h, and
whole cell extracts were then immunoprecipitated with polyclonal antibodies directed against p35 (lanes 15 and 16) or a control serum (lanes 13 and 14),
separated by SDS-PAGE, transferred to a nitrocellulose filter, and probed with polyclonal antibodies directed against STAT3 proteins as indicated.
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lanes 13–16). Proteins present in the immunoprecipitates were
revealed by immunoblotting with the reciprocal STAT3 anti-
bodies. Under these conditions, STAT3 was found to co-im-
munoprecipitate with p35. Interestingly, this association was
inhibited following sn38 treatment (Fig. 4E, compare lanes 15
and 16). This was expected if these proteins localized in two
different compartments following topoisomerase I inhibition.
Taken together, these results suggest that cdk5 binds to STAT3
upon topoisomerase I inhibition to induce its phosphorylation
on serine 727.
The cdk5 Kinase Regulates the Activation of STAT3 Target

Genes following Topoisomerase I Inhibition—We then wanted
to determine if cdk5 is involved in the regulation of STAT3
target genes following sn38 treatment. It is well known that
STAT3 regulates the expression of cyclin D1 in growing cells to
induce cell cycle progression (36). Because sn38 treatment
induced growth inhibition (see Fig. 2), we then determined if
topoisomerase I inhibition prevented cyclin D1 expression and
if this was linked to cdk5 activation. To this end, cells were
treated or not with sn38, and the expression of the cyclin was
evaluated by quantitative RT-PCR and Western blot experi-
ments. As expected, results indicated that genotoxic treatment
down-regulated the expression of the cyclin D1 mRNA and
protein (Fig. 5A). STAT3 was phosphorylated as expected on
the serine 727 under these conditions. To determine if STAT3
is associated with the cyclin D1 promoter and if this binding is
regulated in response to SN38, ChIP experiments were then
performed using STAT3 antibodies and primers encompassing
the proximal promoter where a binding site for the transcrip-
tion factor has been recently described (37). Antibodies di-
rected against the Ras protein were used as negative controls.
As previously shown, ChIP experiments confirmed that STAT3
was present on the proximal cyclin D1 promoter in growing
cells. Importantly, the association of the transcription factor
with DNAwas significantly inhibited following sn38 treatment
(Fig. 5B, lanes 5 and 6). As a control, PCR analysis did not detect
any occupancy of the !2760/!2486 region of the p21waf1 gene
by STAT3 (data not shown). The ChIP result was obtained by
semi-quantitative PCR (Fig. 5B, compare lanes 5 and 6) and
quantified by quantitative-PCR (Fig. 5B, lanes 7 and 8).We then
determined if cdk5 was involved in the inhibition of the cyclin
D1 gene upon sn38 treatment. As described above, cells were
transfected with a pool of three siRNA directed against cdk5
or the corresponding control siRNA, and the expression of
cyclin D1 was then investigated following sn38 treatment by
quantitative RT-PCR analysis. As expected, genotoxic treat-
ment reduced the expression of the cyclin D1 mRNA, and the
same effect was observed when cells were transfected with con-
trol siRNA (Fig. 4C). Interestingly, the sn38-mediated inhibi-
tion of cyclin D1 was not observed anymore in the absence of
cdk5.

Besides cyclin D1, we and others have also shown that the
Myc-cdc25a pathway is also an important target of the STAT3
oncogene (38–41). To extend our results, we therefore deter-
mined if cdk5 was involved in the regulation of the myc gene
upon genotoxic treatment. As expected, ChIP experiments
indicated that STAT3 was associated with the proximal pro-
moter of themyc gene in growing HT29 cells (Fig. 5D, compare

lanes 3 and 5). As described above for the cyclin D1 gene, the
association of the transcription factor with the myc promoter
was significantly inhibited following sn38 treatment (Fig. 5D,
lanes 5 and 6). The expression of the Myc mRNA was then
investigated following sn38 treatment and transfection with a
pool of three siRNA directed against cdk5 or with the corre-
sponding controls. As previously shown (23, 28), Myc expres-
sion was down-regulated following topoisomerase I inhibition.
Interestingly, results showed that this inhibitionwas reduced in
the absence of cdk5 (Fig. 5D, right panel). Although this does
not rule out the participation of others regulators, these results
suggest that cdk5 also regulates the STAT3-mediated activa-
tion ofmyc following DNA damage.

To further extend this observation, we then determined if
cdk5 was only involved in the regulation of proliferative genes
such as cyclin D1 ormyc, or if its effects could also be observed
on other genes regulated by STAT3. We have recently shown
that STAT3 can bind to the promoter of the Eme1 gene to
induce its expression (24). Eme1 is an endonuclease that is
implicated in the rescue of broken replication forks in response
to topoisomerase I inhibition (42–44). Using quantitative PCR
analysis, we confirmed in HT29 cells that Eme1 expression was
increased in response to sn38 (Fig. 6A, lanes 1 and 2). In addi-
tion, ChIP experiments also indicated that STAT3 effectively
bound to the Eme1 promoter following DNA damage (Fig. 6A,
lanes 5 and 6). To determine if cdk5 was involved in the activa-
tion of the endonuclease, its expressionwas then investigated in
the presence or absence of siRNA directed against the kinase.
As expected, Eme1 expression was increased in the presence of
control siRNA in response to sn38 (Fig. 6A, right part). How-
ever, when cells were transfected with a pool of three siRNAs
directed against cdk5, the sn38-mediated expression of the
endonuclease was significantly reduced (Fig. 6A, right part).
The expression of Eme1has been correlatedwithDNAdamage,
chromosomal aberrations, and genetic stability. Based on these
observations, wemade the hypothesis that the down-regulation
of cdk5 or STAT3 might potentiate the effect of sn38 on DNA
damage through a reduced expression of the endonuclease. To
this end, cells were transfected with pools of three siRNA
directed against STAT3 or cdk5, treated or not with sn38, and
DNA damage was investigated by FACS analysis using an anti-
body directed against the Ser-139-phosphorylated form of his-
tone H2Ax. Results presented Fig. 6B show as expected that
topoisomerase I inhibition induced a significant increase in
H2Ax phosphorylation (compare the first and second panel).
Interestingly, we also observed that DNA damage was en-
hanced in the absence of cdk5 or STAT3 (compare the second
panel with panels 3 and 4). FACS quantification (Fig. 6C) con-
firmed that the percentage of cells with increasedDNAdamage
is higher in the absence of STAT3 or cdk5.

To further extend this result, we then determined if cdk5
down-regulation enhanced cell death following topoisomerase
I inhibition. This would be expected as a consequence of
increasedDNAdamage. To this end, cellswere transfectedwith
control siRNA or a pool of siRNAs directed against cdk5 for 2
days, and cells were then split and treated for 10–14 days with
sn38. Results from clonogenic assays presented in Fig. 6D
showed that cdk5 down-regulation resulted in a significant
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FIGURE 5. Cdk5 is involved in the down-regulation of cyclin D1 and myc following topoisomerase I inhibition. A, growing HT29 cells were incubated with
sn38 (5 ng/ml) for 48 h, and the expression of the cyclin D1 mRNA was analyzed by quantitative RT-PCR experiments (n ! 3). In parallel, Western blot
experiments were also performed to confirm the down-regulation of the cyclin D1 protein and the phosphorylation of STAT3 on its serine residue (lanes 1 and
2). B, HT29 growing cells were treated as described above, and soluble chromatin was prepared from the indicated cells and immunoprecipitated with
antibodies directed against STAT3 or control antibodies. DNA was amplified using one pair of primers that covers the STAT3 proximal binding site of the cyclin
D1 promoter. ChIP assays were analyzed on agarose gel (left part) or quantified by real-time PCR (n ! 3, right part of the figure). C, growing HT29 cells were left
untreated or transfected with cdk5-specific or control siRNA oligonucleotides as indicated. Cyclin D1 mRNA expression was analyzed by quantitative RT-PCR experi-
ments following sn38 treatment (n ! 3). D, growing HT29 cells were treated as described above, and the association of STAT3 with the myc proximal promoter was
analyzed by ChIP (lanes 1– 6). In parallel, myc expression was evaluated by quantitative RT-PCR in the presence or absence of cdk5 (right part, n ! 4 " S.D.).
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FIGURE 6. The cdk5-STAT3 pathway regulates the expression of Eme1 and reduces DNA damage. A, Eme1 mRNA expression was analyzed by quantitative
RT-PCR (lanes 1 and 2), and STAT3 association with the Eme1 promoter was characterized by ChIP (lanes 3– 6) following sn38 treatment. In parallel, cells were
transfected with control or cdk5 siRNA and then treated with sn38 (5 ng/ml) for 48 h. The expression of the Eme1 mRNA was analyzed by RT-QPCR experiments
(n ! 3 " S.D., p # 0.001). B and C, growing HT29 cells were transfected with specific or control siRNA and treated or not with sn38 (5 ng/ml). The generation of
DNA double strand breaks was quantified by FACS analysis using polyclonal antibodies directed against the ser139 phosphorylated form of histone H2Ax (one
experiment representative of three). D, HT29 cells were transfected with pools of siRNAs directed against cdk5 or control siRNAs for 48 h. Cells were then split
and treated with sn38 for 10 –14 days. The percentage of colony-forming cells was evaluated as compared with non-treated cells (n ! 3 " S.D., p # 0.01).
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decrease of cell viability as compared with control cells. Alto-
gether, these results suggest that cdk5 interacts with STAT3 to
regulate the expression of Eme1 and that this allows DNA
repair in response to topoisomerase I inhibition.
STAT3 Is Associated with the Eme1 Promoter, Phosphory-

lated on Serine 727, but Not on Tyrosine 705—These results
suggest that STAT3 can function as a transcriptional regulator
following serine 727 phosphorylation, in the absence of tyro-
sine 705 phosphorylation. To test this hypothesis, ChIP exper-
iments were performed in HT29 cells using antibodies directed
against either the tyrosine (Tyr-705), the serine (Ser-727)
phosphorylated forms of the transcription factor or one poly-
clonal antibody directed against all forms of STAT3 (Fig. 7).
Two conditions have been used, growing cells treated or not
with sn38 for the indicated times, or cells that have been serum-
starved and stimulated with IL-6 for 30 min. DNA binding has
been characterized on the Eme1, cyclin D1, and Myc promot-
ers. We observed as expected that STAT3 was recruited to the
Eme1 gene following sn38 treatment (Fig. 7A, lanes 1-3). Inter-
estingly, the same recruitment was noticed using the Ser-727
antibody, but the Tyr-705 antibody did not detect any STAT3
binding (Fig. 7, lanes 4–9). This observation further suggests
that a serine-phosphorylated form of STAT3 can be found
associated with a target gene in the absence of tyrosine phos-
phorylation. When cells were stimulated with IL-6 (Fig. 7B),
STAT3 was not recruited to the Eme1 gene, indicating that this
promoter is not a target of the transcription following cytokine
stimulation. On the cyclin D1 andMyc promoters (Fig. 7,C and
D), results showed that STAT3 was present on both promoters
in growing cells and that its binding was inhibited following
sn38 treatment. This was observed using either a “total” anti-
body or an antibody directed against the tyrosine-phosphory-
lated form of the transcription factor (Fig. 7,C andD, lanes 1–2
and 5–6). In serum-starved cells, STAT3 was not present on
these promoters, but the transcription factor was recruited fol-
lowing IL-6 stimulation. As expected, this promoter-associated
formwas phosphorylated on tyrosine 705 (Fig. 7,C andD, lanes
7–8 and 11–12). This observation corresponds to results that
have been published previously by our group and others, show-
ing that STAT3 can activate the myc and cyclin D1 genes fol-
lowing JAK-mediated phosphorylation of tyrosine 705 and the
recruitment of transcriptional activators such as CBP, SRC, or
P/Tefb. Interestingly, we were not able to detect a significant
recruitment of STAT3 phosphorylated on its serine residue on
these two promoters. Note, however, that this site may not be
accessible when the dimer is bound to DNA, whereas this
would be the case following DNA damaged if STAT3 has a
different conformation or different partners. Taken together,
these results indicate that STAT3 can be found associated with
the Eme1 promoter in response to DNA damage when phos-
phorylated only on its serine 727 residue.

DISCUSSION

In this study, we have found that the STAT3 transcription
factor is phosphorylated on its serine C-terminal residue but
not on tyrosine 705 upon topoisomerase I inhibition. Our
results indicate that this is due to the activation of the cdk5
kinase, which binds to the C-terminal of domain of the tran-

scription factor to induce its phosphorylation. Importantly,
cdk5 is involved in the down-regulation of early G1 genes such
asmyc and cyclinD1 and in the STAT3-mediated up-regulation
of theEme1 gene, an endonuclease involved in the processing of
damaged replication forks. In light of these results, we propose
that the cdk5-STAT3-Eme1 pathway plays an important role in
the response to topoisomerase I inhibition and chemotherapy
treatments.
It is well known that STAT3 is activated at the G0-G1 transi-

tion following cytokine or growth factor stimulation. In this
condition, the transcription factor binds to the promoter of
several cell cycle genes such asmyc, cyclin D1, fos, or cdc25A to
induce their expression and activate progression toward S
phase.Gene activation by STAT3during theG0-G1 transition is
due to the phosphorylation of STAT3 on its tyrosine residue,
followed by nuclear translocation and DNA binding. The sec-
ond phosphorylation of STAT3 on its serine residue allows the
contact of the tyrosine-phosphorylated dimer with transcrip-
tional cofactors such as CBP, NcoA, or Ptefb. However, this
pathway is probably not the only mechanism by which STAT
proteins are activated, because several results have shown that
these transcription factors induce transcription in the absence
of tyrosine phosphorylation. This was originally described with
STAT1 when it was shown that this transcription factor can
drive the expression of several genes in the absence of tyrosine
phosphorylation (45). Using non-phosphorylated forms of
STAT3 on its tyrosine residue, Yang et al. have shown that
these mutants can induce the expression of genes such as met

and mras, which certainly play an important role in the onco-
genic activity of STAT3. Under these conditions, gene activa-
tion is a consequence of the formation of a STAT3-NF-!B
enhanceosome that plays a key role in transformed cells (12,
13). Most importantly, the genes regulated by STAT3 in these
conditions are normally not activated when the transcription
factor is phosphorylated on its tyrosine residue. This leads to
the important conclusion that the STAT3 transcriptional tar-
gets depends on its post-translational modifications.
Importantly, using ChIP analysis, we have been able to detect

STAT3 on the Eme1 promoter when phosphorylated only on
its Ser-727 residue. We therefore propose that STAT3 is acti-
vated by DNA damage during the G2 phase of the cell cycle and
that its serine phosphorylation allows the specific up-regula-
tion of DNA repair genes such as the Eme1 endonuclease. Sur-
prisingly, the role of STAT3 in the response to genotoxic treat-
ment has not been well characterized. By contrast, it is known
that both STAT1 and STAT5 are regulated following DNA
damage. STAT1 is involved in the S and G2/M checkpoints and
can associate with repair signaling proteins such as Chk2 and
Mdc1 in response to "-irradiation (46, 47). In addition, this
transcription factor is also phosphorylated in response to topo-
isomerase inhibitors (47). STAT5 has been shown to regulate
the expression of rad51 and, importantly, this has been linked to
the ability of several oncogenic kinases such as bcr-abl or tel-
jak2 to induce drug resistance (48, 49). Interestingly, recent
results also suggest that STAT3 plays an important role in the
regulation of genome stability. The inactivation of the T-cell
protein tyrosine phosphatase induces a constitutive activation
of STAT3 probably as a consequence of replication fork stall-
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FIGURE 7. STAT3 is recruited to the Eme1 promoter when phosphorylated only on its serine 727 residue. Growing HT29 cells were treated or not with sn38
as indicated above and soluble chromatin was prepared and immunoprecipitated with antibodies directed against STAT3 (IP:STAT3) or its serine or tyrosine
phosphorylated forms (IP:S727 or IP:Y705). In parallel, cells were serum-starved and stimulated or not with IL-6 (10 ng/ml) for 30 min, and the chromatin was
immunoprecipitated under the same conditions. DNA was amplified using pair of primers that covers the STAT3 proximal binding sites of the cyclin D1 (panel
C), Myc (panel D), and Eme1, (panel A and B) promoters as indicated. ChIP assays were then quantified by real-time PCR as compared with the signals obtained
on each genes with a control IgG (n ! 3). Note that sn38 (") in the legend means growing cells, whereas IL6 (0) means serum-starved cells.

The cdk5-STAT3-Eme1 Pathway Prevents DNA Damage

26776 JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY VOLUME 285 • NUMBER 35 • AUGUST 27, 2010

 a
t IN

S
E

R
M

, o
n
 O

c
to

b
e
r 3

, 2
0
1
0

w
w

w
.jb

c
.o

rg
D

o
w

n
lo

a
d
e
d
 fro

m
 



Travaux supplémentaires - Publication

173

ing, and this leads to aberrant mitoses with lagging chromo-
somes (50). Unfortunately, the link between STAT3 and DNA
repair has not been characterized in this study, because this
effect has been linked to a sustained expression of cyclin D1
during S phase. Further suggesting a link between STAT3 and
DNA stability, it is well known that a direct target of STAT3,
myc, can induce DNA damage and dysregulate genomic stabil-
ity and DNA repair pathways (51). In this study, we further
extend these observations, showing that this transcription fac-
tor is activated by Cdk5 in response to topoisomerase I inhibi-
tors. We speculate that this kinase allows the formation of a
new STAT3 enhanceosome that would specifically regulate the
expression of DNA repair genes upon genotoxic treatment. In
light of recent results showing an essential role of NF-!B in the
response to DNA damage (52), one interesting hypothesis is
that genes involved in the response to sn38 are controlled by a
specific STAT3-NF-!B complex that would be activated by
cdk5. It will be interesting to determine if this enhanceosome
preferentially binds DNA repair genes as opposed tomore con-
ventional STAT3 targets such as myc or cdc25A.
As a consequence ofDNArepair genes regulation, our results

indicate that the cdk5-STAT3 pathway reduces DNA damage
in response to topoisomerase I inhibition. This suggests that
these proteins might play an essential role in the resistance of
cancer cells to chemotherapy. Further confirming the impor-
tance of this oncogenic cascade, recent results have shown that
the cdk5-STAT3 pathway plays an essential role in thyroid car-
cinomas (53). In addition, we and others have recently shown
that STAT3 prevents the induction of senescence through
p53-p21 inactivation (18, 40, 54, 55). Interestingly, cdk5 is also
involved in senescence programs, because this kinase regulates
cell morphology through ezrin and rac1 modulation (32, 33). It
will be interesting to determine if cdk5 is also involved in the
inactivation of the p53-p21 pathway by the STAT3 oncogene
during senescence induction.
In light of this study and other results (53), we therefore

propose that cdk5 plays an important role in cell transfor-
mation by the STAT3 oncogene. Because it has been proposed
that cell transformation induces an intrinsic resistance pro-
gram to chemotherapy (56), we speculate that cdk5-STAT3
provides cancer cells with intrinsic resistance capacities due to
enhanced Eme1 expression and that this a corollary of cell
transformation. We propose that the early detection on tumor
biopsies of the cdk5-STAT3 oncogenic pathway, both of its
phosphorylation status and of its target genes, will provide
oncologists with a resistance profile indicative of tumors that
will fail to respond to chemotherapy (15, 57). In addition, we
also propose that STAT3 inhibitors, which are emerging as new
targeted cancer therapies (2, 57, 58) should be tested in clinical
trials in combinationwith irinotecan to reduceDNA repair and
enhance the efficiency of genotoxic treatments.
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Chapitre III : Discussion

Ce travail a permis de mettre en évidence le rôle de la phosphorylation de la 

sérine 727 de STAT3 lors d’un traitement de chimiothérapie, ainsi que la kinase qui permet 

cette activation. À la suite d’un traitement au sn38, STAT3 est phosphorylée sur sa sérine 

727 par Cdk5 permettant la transcription de Eme1, un gène impliqué dans la réparation de 

l’ADN.

Dans les deux précédentes parties, nous avons discuté le rôle de l’EMT dans 

l’échappement à la sénescence induite par l’oncogène Ras dans les cellules HT29. Dans cette 

dernière partie, nous avons observé que ces mêmes cellules étaient capables de répondre à 

un traitement de chimiothérapie par l’induction de la réparation de l’ADN. Lors de 

l’induction de l’oncogène Ras ainsi que lors du traitement génotoxique au sn38, les cellules 

présentent de nombreux dommages de l’ADN. Bien que les réponses que nous avons 

étudiées aux cours de ces deux études soient différentes, nous avons observé que dans ces 

deux modèles, les cellules mettaient en place un système d’échappement et de résistance, 

respectivement contre l’oncogène et contre le traitement génotoxique. Les mécanismes 

induits permettent aux cellules de progresser dans le cycle cellulaire et de poursuivre le 

développement tumoral malgré un stress oncogénique ou un traitement anticancéreux.

Au cours de ce travail, nous avons également mesuré l’expression de Cdk5 à la 

suite de l’induction de H-RasV12. Contrairement au sn38, l’oncogène Ras induit la 

diminution de l’expression de Cdk5. Cette donnée concorde avec le fait que nous observions 

de nombreux dommages de l’ADN à la suite de l’échappement à l’OIS alors que lors des 

cassures induites par le sn38, les cellules activent les mécanismes de réparation de l’ADN 

grâce à Cdk5. Ces deux mécanismes de résistance ou d’échappement sont donc différents. 

Dans le cas du traitement au sn38, les cellules HT29 répondent aux cassures de l’ADN par la 

mise en place des mécanismes d’apoptose, alors que des cellules HCT116 exprimant une 

forme mutée de Ras répondent par l’induction de la sénescence. Dans les cellules HT29 

traitées au sn38, l’induction de Cdk5 permet de contrer la mort cellulaire par la réparation 

des cassures. En revanche, dans ces mêmes cellules, l’expression d’une forme oncogénique 

de Ras permet l’échappement à la sénescence induite par les cassures de l’ADN (elles-mêmes 

provoquées par Ras). En résumé, nous pouvons faire l’hypothèse que, si l’oncogène Ras 

permet l’échappement à l’OIS, il pourrait également induire l’échappement à la sénescence 
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induite par les traitements. Lors d’un traitement génotoxique, il contribuerait alors à diriger 

les cellules vers ce type de réponse plutôt que vers l’induction de l’apoptose pour permettre 

l’échappement.

H-RasV12 diminue l’expression de Cdk5 empêchant ainsi l’activation des voies de 

réparation de l’ADN. En effet, nous avons observé de nombreuses cassures de l’ADN dans 

les cellules ayant échappé à l’OIS. L’instabilité génomique ainsi générée contribue 

probablement à l’apparition de l’EMT et de l’échappement. La diminution de Cdk5 serait 

alors un événement moteur de la progression tumorale.
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La protéine Ras est l’oncogène le plus fréquemment muté et constitutivement 

activé dans les cancers. L’activation de ses voies sous-jacentes conduit à l’augmentation de la 

prolifération, à l’activation des voies de survie cellulaire ainsi qu’à la résistance aux 

traitements anticancéreux.

Au cours de cette étude nous avons observé l’induction de la sénescence à la suite 

de l’expression oncogénique de Ras. Nous avons montré que l’OIS était conservée dans des 

cellules transformées malgré l'absence de certaines des protéines responsables de l’arrêt du 

cycle cellulaire et de la sénescence. Toutefois, cette barrière contre la progression tumorale 

n’est pas suffisante et nous avons observé que certaines cellules échappent à la sénescence et 

recommencent à proliférer. Cet échappement est corrélé à l’apparition d’un phénotype de 

cellules mésenchymateuses et l’apparition d’une population de cellules souches. Nous avons 

émis l’hypothèse que la transition épithélio-mésenchymateuse était responsable de 

l’échappement à l’OIS et que cette transition était possible grâce à la perte de l’expression de 

p21Waf1. Nous avons également observé que la survie des cellules ayant échappé à l’OIS 

était dépendante des protéines anti-apoptotiques Bcl-Xl et Mcl1.

Les cellules ayant échappé à l’OIS ont accumulé de nombreux dommages de 

l’ADN dus à l’expression oncogénique de Ras. Une forte instabilité génomique s’est alors 

créée et il est probable que ces cellules – dont certaines se sont dédifférenciées et présentent 

les caractéristiques de cellules souches – aient acquis une résistance aux traitements 

anticancéreux. De plus, ces cellules ont subi une EMT et il a été montré que cet événement 

ainsi que l’apparition de cellules souches cancéreuses augmentaient la résistance aux 

traitements anti-tumoraux.

Il serait intéressant d’étudier l’influence de l’oncogène Ras sur la réponse à un 

traitement génotoxique. Nous avons montré que l’échappement à l’OIS était corrélé à 

l’apparition de l’EMT. Dans le prolongement de cette idée, nous pourrions étudier le rôle de 

l’EMT dans l’échappement et l’apparition de la résistance au traitement. De la même manière 

que lors d’un stress oncogénique, les cellules traitées à l’aide d’un agent génotoxique 

subissent des cassures de l’ADN. Si l’EMT permet l’échappement à l’OIS à la suite de 

dommages de l’ADN et en présence de l’oncogène Ras, alors il pourrait permettre aux 

cellules traitées d’échapper à la mort cellulaire induite par les cassures et de se dédifférencier 

pour augmenter leur résistance aux traitements. Un modèle cellulaire en particulier serait 

approprié pour cette étude. Les cellules HCT116 sont mutées sur le gène de K-Ras. L’équipe 
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de Sasazuki a effectué une recombinaison homologue du gène de K-Ras et a remplacé le 

gène muté par une forme non-mutée de K-Ras. Cette lignée a été nommée Hke3 (Shirasawa 

et al., 1993). Considérée en comparaison de la lignée HCT116, elle constituerait un excellent 

modèle d’étude de l’influence de l’oncogène Ras sur l’EMT et sur l’échappement à la 

sénescence induite par les traitements.

Nous avons émis l’hypothèse selon laquelle certaines cellules sénescentes 

exprimeraient des facteurs permettant aux autres d’échapper à l’OIS et de maintenir 

l’activation du cycle cellulaire. Cette hypothèse pourrait s’étendre à l’échappement à la 

sénescence induite par les traitements. Il serait intéressant d’observer la réponse des cellules 

au sn38 en présence de surnageant de cultures des cellules exprimant l’oncogène Ras et en 

phase de réponse au stress oncogénique. Si l’hypothèse émise se vérifie, les cellules devraient 

répondre à ces stimuli par l’échappement à la sénescence.

Le rôle de p21Waf1 dans la régulation de l’EMT reste à établir. La perte de son 

expression est probablement nécessaire à l’induction de ce phénomène. Afin de le 

déterminer, nous pourrions réintroduire p21Waf1 dans les cellules ayant subi une EMT et 

mesurer l’expression des marqueurs de ce processus. Il est probable que p21Waf1 inhibe 

directement l’expression de certains marqueurs de la même manière que ce qui est décrit 

pour l’inhibition de la E-cadhérine.

Cette étude contribue à la description des voies de réponses et d’échappement à 

l’oncogène Ras et appuie l’intérêt de développer des inhibiteurs de cette voie et notamment 

des inhibiteurs des MAP Kinases, voie largement impliquée dans la progression tumorale. 

L’utilisation d’inhibiteurs des MAP Kinases pourrait être particulièrement intéressante lors 

de l’utilisation de traitements génotoxiques. En effet, si les cellules qui présentent une 

mutation de Ras et une activation constitutive de la voie des MAP Kinases sont capables 

d’échapper à la sénescence en induisant l’EMT, alors il se peut que l’apparition de la 

résistance aux traitements des tumeurs mutées sur le gène de Ras passe par ce processus. De 

plus, si les cellules mutées sur Ras échappent à l’arrêt du cycle en induisant une EMT, elles 

deviennent alors capables d’envahir le tissu adjacent et les organes à distance pour former 

des métastases.

Au cours de ce travail nous avons vu l’importance de la voie Ras/MAP Kinase 

dans la tumorigenèse ainsi que de la voie Cdk5/STAT3 dans la résistance au traitement 

anticancéreux. Nous pourrions proposer un dépistage précoce systématique des tumeurs afin 
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de déterminer la meilleure approche possible dans le traitement des tumeurs colorectales. Par 

exemple, la détection de la forme phosphorylée de STAT3 et de l’expression de ces gènes 

cibles permettrait d’éviter de traiter des tumeurs à l’aide de chimiothérapies génotoxiques 

inefficaces (Barre et al., 2007 ; Henderson et  al., 2007). La détection précoce du statut de 

KRAS, permettrait, quant à elle, d’appréhender la capacité d’invasion de la tumeur dans le 

tissu ainsi que sa capacité à former des métastases. Le développement des thérapies ciblant la 

protéine STAT3 ou la voie Ras/MAP kinase pourrait permettre une meilleure prise en 

charge des tumeurs ayant activé ces voies. L’utilisation d’inhibiteurs de STAT3 associée à de 

l’irinotecan pourrait permettre de limiter la réparation de l’ADN et ainsi, améliorer 

l’efficacité du génotoxique sur la tumeur. Aussi, l’emploi d’inhibiteur de Ras ou de la voie des 

MAP Kinases pourrait permettre de limiter la progression du cancer.
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ANNEXES



Annexe I : Matériels et Méthodes

Dans cette première annexe sont décrits les matériels et méthodes des 

expériences ne figurant pas dans les articles.

A. Lignée cellulaire et traitements

La lignée de cellules HT29, issue d'un adénocarcinome colorectal humain 

(American Type Culture Collection, ATCC), a été maintenue en culture en milieu RPMI 

1640 (Lonza) complété de 10 % de sérum du veau fœtal et en l'absence d'antibiotique. Les 

cellules sont maintenues à 37 °C dans 5 % de dioxyde de carbone et ont été testées 

régulièrement pour écarter les risques de contamination par des mycoplasmes.

Pour l’étude les cellules sont ensemencées de sorte qu’elles soient à une densité 

d’environ 40 à 50 % de confluence lors de l’induction de H-RasV12. Les cellules sont 

ensuite cultivées à 37 °C dans 5 % de dioxyde de carbone.

Les solutions mères de PD98059 (Sigma Aldrich), d’aphidicoline (Sigma Aldrich) 

et de sn38 (Aventis Pharma) ont été préparées dans du DMSO puis diluées dans du PBS 

pour être utilisées aux concentrations voulues. La solution mère de doxycycline (Invitrogen) 

a été préparée à 50 mg.ml-1 dans de l’eau ultra-pure puis diluée à 50 μg.ml-1 dans du PBS 

avant d’être utilisé à 50 ng.ml-1 dans le milieu de culture des cellules.

1. Transfection des siRNA

Pour inhiber l’expression de p38α, p21, ATM et ATR, les cellules sont 

transfectées avec 2,5 nM de siRNA spécifique ON-TARGETplus (Dharmacon) ou de ON-

TARGETplus Non-Targeting Pool (Dharmacon) avec le DharmaFect-4 (Dharmacon) selon les 

instructions du fabricant. H-RasV12 est induit 48 h après la transfection.
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B. Analyse des promoteurs de gènes du cycle cellulaire

1. Test de gène rapporteur

Nous avons utilisé trois constructions plasmidiques dans lesquels ont été insérées 

différentes séquences du promoteur de p21Waf1 (Barre et al., 2003). La séquence la plus 

longue représente la séquence totale de 2470 paires de bases du promoteur. Nous avons 

utilisé une deuxième séquence comprenant les paires de bases allant de –774 à +70 ainsi 

qu’une troisième allant de –163 à +70 paires de bases. Ces trois séquences de promoteur 

sont suivies par un gène codant pour la firefly luciferase, enzyme bioluminescente chez la 

luciole. Les cellules sont cultivées sur plaque 24 puits afin qu’elles soient à 90-95 % de 

confluence le jour de la transfection. Vingt-quatre heures après, elles sont transfectées avec 

0,8 µg d’ADN (0,1 µg de plasmide contenant une des formes du promoteur de p21Waf1, 0,1 

µg d’un plasmide contenant le gène de la Renilla luciférase et 0,6 µg du vecteur vide pSGT). 

Pour chaque puits, les 0,8 µg d’ADN sont dilués dans 50 µl de milieu Opti-MEM I (Gibco). 

2 µl de Lipofectamine 2000 (Invitrogen) sont dilués dans 50 µl de milieu Opti-MEM I 

(Gibco) et la transfection est réalisée selon la procédure du manuel LF2000. Six heures après, 

la transcription de H-RasV12 est induite avec 50 ng.ml-1 de doxycycline. 

2. ImmunoPrécipitation de Chromatine ou ChIP

Les cellules sont cultivées en boîtes 15 cm, une boîte 15 cm permet d’effectuer 3 

immunoprécipitations. Les cellules sont fixées directement dans le milieu de culture avec 1 % 

de formaldéhyde final. Après 10 minutes, les cellules sont lavées avec une solution de PBS 

froid puis lysées dans 500 μl de tampon de lyse (50 mM Tris-HCl pH 8,1 ; 1 % SDS ; 10 mM 

EDTA ; 1 mM PMSF ; 10 μg.ml-1 aprotinine ; 10 μg.ml-1 leupeptine ; 10μg.ml-1 pepstatine ; 

1mM Na3V04 ; 50mM NaF). La chromatine est sectionnée en fragments d’environ 500 pb 

puis les échantillons de chromatine sont dilués avec un volume de tampon de dilution (2 mM 

EDTA ; 20 mM Tris-HCl pH 8,1 ; 1 % Triton X100 ; 0,1 % NP40 ; 150 mM NaCl ; 1 mM 

PMSF ; 10 μg.ml-1 aprotinine ; 10 μg.ml-1 leupeptine ; 10 μg.ml-1 pepstatine ; 1 mM 

Na3V04 ; 50 mM NaF) et les risques d’aspécificité sont réduits par l’incubation pendant 2 

heures à 4 °C sur une plate forme rotative avec un mélange de billes de protéine A-agarose 

et de protéine G-sepharose prétraitées avec de l’ADN de sperme de saumon. La chromatine 

est ensuite incubée avec 1 μg d’anticorps pendant une nuit à 4 °C. La précipitation se fait 
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avec le mélange de billes de protéine A-agarose et de protéine G-sepharose prétraitées avec 

de l’ADN de sperme de saumon, puis, la chromatine immunoprécipitée est éluée dans un 

tampon d’élution (1 % SDS ; 100 mM NaHCO3). La chromatine est ensuite incubée 

pendant 5 h à 65 °C pour rompre les liaisons du complexe ADN-protéine-anticorps. L’ADN 

est avec un volume de phénol-chloroforme, précipité à l’éthanol, le culot d’ADN est ensuite 

séché à l’air libre puis dissout dans 100 μl d’H2O ultra-pure. Finalement, 4 μl des 

échantillons d’ADN sont utilisés pour être amplifiés par RT-qPCR en utilisant les couples 

d’amorces listées dans le tableau 2.

sens anti-sens

Seq_ctl

p21-177+34

Cdc25A-113+107

Plk1 -159+47

Plk1-371-171

TGTGCAGGTGGGTGTAGTTG CCAGGCACAAGGCTAAGAGT

GTGCCCTCCTGCAGCACGCG TCAGCTGGCGCAGCTCAGCG

TGGCCCCACTGAGCCGCTAT GGCGCCGGCAACCTGAAGAT

GTTTTCCCCGGCTGGGTCCG AAGCTGCGCTGCAGACCTCG

TGATGGCGATGCTACTGTTC ATAGCCTGGGAAACCAAACC

Tableau 2 ❘ Séquences des amorces de PCR utilisées pour le ChIP.

C. Test de survie et de prolifération cellulaire

1. Test MTT

Le test de MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium) est utilisé 

pour évaluer l’activité métabolique des cellules sur un temps court en mesurant l’activité 

enzymatique mitochondriale des cellules vivantes.

Les cellules sont ensemencées en plaques 96 puits. La doxycycline est ajoutée 

après 24 h de culture. Les cellules sont ensuite incubées pendant 24, 48 ou 72 h. Le réactif 

MTT est ensuite ajouté à 500 ng.ml-1 pendant 3 h sur les cultures cellulaires. Les cellules 

vivantes métabolisent le MTT et le transforment en cristaux violets de formazan. Après 

dissolution des cristaux avec du DMSO, l’absorbance est mesurée à 550 nm et le 

pourcentage d’activité métabolique est calculé selon le calcul suivant :

Pourcentage de cellules actives = (DO550 T2 / DO550 T03) x 100
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2. Test de sénescence par coloration de la β-Galactosidase

Les tests de sénescence ont été effectués sur les cellules cultivées en plaque 12 

puits et H-RasV12 a été induit avec 50 ng.ml-1 de doxycycline (Invitrogen). Après 6 jours 

d’induction, les cellules sont lavées en PBS puis fixées à l’aide de formaldéhyde 3 % pendant 

5 min à température ambiante. À nouveau, les cellules sont lavées en PBS puis 1 ml de 

solution de marquage (X-Gal 1 mg.ml-1 ; NaCl 150 mM ; MgCl2 2 mM ; ferrocyanide de 

potassium 5 mM ; ferricyanide de potassium 5 mM ; Acide citrique/Phosphate de sodium 40 

mM, pH 6) est déposée durant la nuit à 37 °C. La révélation se fait au microscope par 

comptage des cellules colorées en bleu par rapport aux cellules normales.

D. Western Blot

Après le traitement, les cellules sont lysées en tampon SDS (50 mM Tris-HCl pH 

8,1 ; 1% SDS ; 10 mM EDTA ; 1 mM PMSF ; 10 μg.ml-1 aprotinine ; 10 μg.ml-1 leupeptine ; 

10 μg.ml-1 pepstatine ; 1 mM Na3V04 ; 50 mM NaF) à 4 °C, puis les extraits sont soniqués. 

Les protéines sont dosées à l’aide du dispositif Qubit (Invitrogen) selon les instructions du 

fabricant. Les concentrations protéiques des échantillons sont ajustées et un tampon de 

charge est ajouté puis les échantillons sont migrés sur gel SDS page. Après la migration, les 

protéines sont transférées sur des membranes en polyvinylidène fluoride (Millipore 

Corporation) par transfert demi-sec (Trans-blot® SD, Bio-rad). La membrane est saturée 

dans du TBS 0,05 % tween avec 3 % de BSA pendant 30 min à 37 °C puis rincée dans du 

TBS-tween et incubée pendant la nuit à 4°C avec 200 ng.ml-1 d’anticorps primaire anti-H-Ras 

(sc-29, Santa Cruz Biotechnology), anti-phospho-Erk1/2 Y204 (sc-7383, Santa Cruz 

Biotechnology), anti-γH2Ax S189 (06-636, Upstate), anti-H2Ax (07-627, Upstate), anti-

p21Waf1 (sc-397, Santa Cruz Biotechnology) ou anti-α-tubuline (T6199, Sigma Aldrich). 

Après rinçage, la membrane est incubée avec l’anticorps secondaire (40 ng.ml-1) couplé à la 

peroxydase pendant 45 min à température ambiante puis les protéines sont visualisées à 

l’aide d’un réactif de détection (Amersham Pharmacia Biotech). La visualisation des 

protéines marquées se fait par réaction d’ECL à l’aide du ChemiDoc XRS (Bio-rad, 

Hercules, CA).
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E. Analyse de l’expression des gènes du cycle cellulaire par PCR quantitative en 
temps réel

1. Transcription inverse

Les cellules sont cultivées en boîtes 60 mm et traitées avec 50 ng.ml-1 de 

doxycycline pendant différents temps. L’ARN total est isolé par la méthode d’extraction au 

phénol-chloroforme (Chomczynski & Sacchi, 2006), puis quantifié à 260 et 280 nm. Les 

ARN sont traités avec de la DNase pendant 30 minutes à température ambiante. La 

rétrotranscription est réalisée sur 1 µg d’ARN totaux auxquels sont ajoutés 1,3 µg d’amorces 

hexamèriques aléatoires (Amersham Pharmacia Biotech) dans un volume de 15 µl. 

L’ensemble est incubé 5 min à 70 °C puis à 4 °C. Ensuite, 400 nM de dNTPs, 25 U de 

Recombinant RNasin Ribonuclease Inhibitor (Promega corporation), 200 U de MMLV Reverse 

Transcriptase (Promega corporation) et le tampon réactionnel (MMLV Buffer, Promega) 

sont ajoutés à la réaction et l’ensemble réactionnel (50 µl) est incubé 1 h à 37 °C. Les ADNc 

sont stockés à -20 °C.

2. PCR quantitative en temps réel

Les amplifications d’ADNc des gènes étudiés sont réalisées par PCR en présence 

de SYBR Green avec le ABI PRISM 7300 real time PCR system (Applied Biosystems). La 

PCR est réalisée dans un volume réactionnel de 10 µl final, comprenant 5 µl d’ADNc dilués 

au vingtième, 500 mM de chaque amorce (Eurofins Biotech,), 4 mM de MgCl2, et le tampon 

LightCycler FastStart DNA Master SYBR Green I (Roche Diagnostic) qui contient le SYBR 

green, les dNTPs et une HotStart Taq polymérase). Les amorces utilisées sont présentées 

dans le tableau 3. Le programme de PCR comporte 3 étapes : Une dénaturation initiale de 10 

min à 95 °C, un programme d’amplification de 40 cycles (15 s à 95 °C, 11 s à 55 °C, 22 s à 72 

°C), avec une lecture unique de la fluorescence du SYBR green en fin de chaque élongation, 

et un programme de courbe de fusion (dénaturation à 95 °C, renaturation des brins d’ADN 

par abaissement de la température à 65 °C pendant 30 s, puis dénaturation lente par 

élévation de la température de 65 °C à 95 °C à 0,1 °C/s, avec une lecture de la fluorescence 

en continu). La courbe de fusion à la fin du programme permet de vérifier la spécificité de 

chaque amplification. La quantification relative de l’expression génique est réalisée par la 

méthode de comparaison des CT (cycle seuil) (Fink et al., 1998). Le niveau d’expression des 
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gènes est normalisé avec le gène de ménage endogène RPLP0 et le facteur d’amplification est 

calculé en considérant que l’efficacité de PCR est proche de 100 %.

sens anti-sens

Rplp0

p21Waf1

Cdc25A

Plk1

Myc

ATM

ATR

AACCCAGCTCTGGAGAAACT CCCCTGGAGATTTTAGTGGT

GCTCCTTCCCATCGCTGTCA TCACCCTGCCCAACCTTAGA

GAGATCGCCTGGGTAATGAA TGCGGAACTTCTTCAGGTCT

AAGAGATCCCGGAGGTCCTA GCTGCGGTGAATGGATATTT

ATTCTCTGCTCTCCTCGAC GTAGTTGTGCTGATGTGTGG

CGCAAACGCTAAGTCGCTGGC GCGGTCTCCGCGCTCAAAAC

GGGAGGAGTTTTGGCCTCCACAC ACTAGTCAACCACGCCAACGCG

Tableau 3 ❘ Séquences des amorces de PCR utilisées pour mesurer 
l’expression des gènes de régulation du cycle cellulaire.

A. Estimation du caractère invasif des cellules

1. Analyse de l’expression de la phosphorylation de H2Ax et des marqueurs 
CD138, CD24 et CD44 par cytométrie en flux

Les cellules sont ensemencées dans des boîtes 10 cm. H-RasV12 est induit avec 

50 ng.ml-1 de doxycycline. Après un lavage au PBS les cellules sont fixées avec 1 % de 

formaldéhyde puis perméabilisées avec de l’éthanol 70 % à -20 °C pendant au moins 20 

minutes. Les cellules sont incubées avec les anticorps présentés dans le tableau 4 suivant 

pendant 45 min à température ambiante. Les cellules sont lavées dans du PBS puis le noyau 

des cellules est marqué avec 50 µg.ml-1 de DAPI dilué en PBS 0,1 % BSA. L’analyse de la 

quantité d’ADN est faite à l’aide d’un LSR II (BD) sur un échantillon de 10 000 cellules. Les 

doublets sont exclus pour l’analyse.

couplage Isotype référence

Anti-γH2Ax

Anti-CD138

Anti-CD24

Anti-CD44

Alexa-488 IgGg1κ BD 557 721

FITC IgGg1κ BD 554 679

FITC IgGg2Aκ BD 554 647

PE IgGg2Aκ BD 559 319

Tableau 4 ❘ Références des anticorps utilisés pour l’étude des marqueurs de 
l’EMT et de cellule souche.
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2. Sphéroïdes

Un sphéroïde est un amas de cellules proliférant en trois dimensions. Ce modèle 

permet de reproduire en culture l'hétérogénéité d’une tumeur. Brièvement, nous avons 

préparé le fond des puits d’une plaque de culture avec un mélange de milieu de culture 

complet et d’agarose, puis nous avons préparé une solution cellulaire dont nous avons 

déposé une goutte de 10 μl contenant environ 2000 cellules sur le couvercle de la boîte. Le 

sphéroïde se forme par gravité dans la goutte de milieu de culture pendant trois jours. Sans 

contact avec une surface les cellules adhèrent les unes aux autres et forme un agrégat. À 

l’issu de ces trois jours, les agrégats sont déposés dans du milieu de culture sur le tapis 

d’agarose coulé au fond des puits. Les sphéroïdes se développent ensuite sur ce tapis 

d’agarose.

B. Étude des marqueurs de l’EMT

1. PCR quantitative en temps réel

L’extraction des ARN, la transcription inverse et les RT-qPCR ont été réalisées de 

la même manière que dans la première partie. Les amorces utilisées sont présentées dans le 

tableau 5 suivant.

sens anti-sens

Rplp0

Villin1

Notch1

Notch2

Notch3

Notch4

DLL1

DLK2

DLL3

Jag1

Jag2

Vimentin

AACCCAGCTCTGGAGAAACT CCCCTGGAGATTTTAGTGGT

TCGGCGAGAAGCAGCATTACCT TGGTGTTGTTGGCGCCAGTT

ACTGTGAGGACCTGGTGGAC TTGTAGGTGTTGGGGAGGTC

ATGACTGCCCTAACCACAGG CTGGAGTACAGGAGGCGAAG

GTTTTCCCCGGCTGGGTCCG AAGCTGCGCTGCAGACCTCG

CACGTGAACCCATGTGAGTC TTGAGCAGTTCTTCTGTCCATCG

TGTGCCTCAAGCACTACCAG TTCTGTTGCGAGGTCATCAG

GCGGTGAGTACCATTGTGTG CAGGACAGAGGCAGGAGAAG

TGAGCATGGCTTCTGTGAAC TCAAAGGACCTGGGTGTCTC

GTCCCACTGGTTTCTCTGGA CCACAGACGTTGGAGGAAAT

GTCAAGGTGGAGACGGTTGT TTGCACTGGTAGAGCACGTC

GAGAACTTTGCCGTTGAAGC TCCAGCAGCTTCCTGTAGGT

Tableau 5 ❘ Séquences des amorces de PCR utilisées pour l’étude des 
marqueurs de l’EMT.
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2. Western Blot

Les western blot ont été effectués de la même manière que dans la première 

partie. Les anticorps primaires que nous avons utilisés sont : un anticorps dirigé contre 

Notch3 (2889, Cell Signaling) et un anticorps dirigé contre l’E-cadhérine (AB1416, Abcam).
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Annexe II : Commentaires de l’article en révision

A. Reviewer 1

1. Comments for the authors

In this manuscript, Carné Trécesson et al describe that p21waf1 mediates 

Oncogene induced Senescence (OIS) in HT29 colorectal cell line upon RAS expression by 

means of preventing the induction of genes that induce transition from G1 to G2, including 

cdc25A and PLK1. Moreover, the authors go on two show that cells escaping RAS-induced 

p21-mediated OIS in HT29 cell line induce increase DNA damage, EMT and survival 

pathways induced by Bcl-xl/Mcl-1. Identifying mechanisms that control escape from OIS 

has been the focus of much attention since this is a key step in the cancer progression 

towards disseminated disease. Using HT20, p53 defective colon cancer cells; the authors 

showed that RAS-induced OIS is associated with an increase in p21waf and shed light on 

the processes downstream effectors. Collectively, these results provide mechanistic insight 

into the RAS-driven OIS potential of tumor cells. This is a well-done analysis and the results 

are largely convincing. Thus, the paper is potentially interesting and provides a new 

mechanism for regulation of OIS and its escape in colorectal cancer cells, but it falls short in 

their validation of  some aspects except for one cell line. 

2. Major Points

1. The manuscript collects several concepts already present in the literature; even the 

authors in their previous articles pointed some out. The authors ensembled several 

evidences that provide an interesting edge on build up. This allows them to propose that 

RAS mediated OIS is a tumor barrier retained in, at least, some colorectal cancer cells. 

Despite all this, the authors lack a pivotal cue to support their hypothesis. They must 

show that OIS in HT29 cells is mediated by p21waf, as they propose, and exclude the 

possibility that p21waf is not a bystander marker. The authors could take advantatge of 

the p21waf siRNA to show that upon p21waf loss-of-function doxicyclin mediated RAS 

induction does not trigger OIS.

2. The authors do most of their work in one single cell line, HT29 colorectal cell line. In an 

effort to generalize their finding that RAS mediates OIS in transformed cells through 
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p21waf they should use an independent cell line where to recapitulate at list part of the 

findings. Alternatively, the authors could include experiments in KRASG12V colorectal 

cancer cells whereby forced expression of p21waf restores their ability to trigger OIS. In 

summary, the authors need to generalize their observations otherwise; the manuscript 

conclusions would be limited to one single cell line, HT29. Thus restraining its 

implications and value.

3. Figure 6C, the authors suggest that emergent clones in 48hour DOX treated cells have 

already acquired enhanced ability to migrate (This is surprising). This is surprising since 

these clones are more abundant than in when compared to L4 and L5 populations. 

Moreover, these 24-48h DOX treated cells still retain E-Cadherin expression and have 

not induced Vimentin. A better explanation must be provided to reconcile this surprising 

observation.

4. Why do the authors never discuss the potential function of p15Ink4b, since it has been 

recently related to BRAF OIS (Peepers and colleagues). And p19? How is the INK4b 

locus in this particular cell system? 

3. Minor Points

1. Pag 5 lane 15, there is a work missing. Probably “role”

2. SAHF acronym is described twice through the text

3. Bcl-xL or Bcl-XL, ras or RAS etc… nomenclature must be consistent through the 

manuscript, text and figures. Moreover, human proteins should be written in capital 

letters and genes in Italics.

B. Reviewer 2

1. Comments for the authors:

In this manuscript, the authors have clearly established that oncogene-induced 

senescence can be induced in a p53 and p16-deficient cell line. Interestingly, some cells can 

eventually escape senescence, dedifferentiate and acquire a transformed phenotype. These 

are potentially very significant findings, especially in the context of chemoresistance. 
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However, there are some concerns regarding the use of a single cell line and the lack of or 

miss interpretation of  some data.

2. Major Points

1. A main concern is regarding the use of a single cell line throughout the manuscript. The 

manuscript will be significantly improved by assessing ras-mediated senescence and 

escape from senescence in another p53/p16-deficient cell line. It may also be interesting 

to determine whether escape from senescence is a general mechanism i.e. could also take 

place in p53/p16-expressing cells. 

2. The p53 target and cyclin-dependent kinase inhibitor p21 is the major and best 

characterized inducer of cellular senescence. The authors have nicely showed that p21 is 

induced in senescent HT29 cells and then is lost once HT29 cells are escaping 

senescence. The authors need to provide possible mechanisms involved in p21 induction 

and subsequent loss in p53/p16-deficient cell line. 

3. Cell cycle arrest is a mean feature of senescent cells and the authors claimed in the 

results that “cells were arrested in the G1 and G2 phases of the cell cycle 48 hr after Ras 

induction”. However, the corresponding FACS data do not show a significant increase in 

the number of cells in G1 or G2 (Figure 3A). There might be a decrease in the number 

of cells in G1 instead. This is major concern and additional experiments are required to 

clearly establish that HT29 cells are arrested upon Ras induction. 

4. In Fig. 4C, the authors have selected three clones escaping senescence (L4, L5, and L6). 

The expression of  Ras and ERK1/2-P need to be confirmed for each clone.

5. In Fig. 6C, Matrigel and Collagen I assays revealed that there was a strong increase in 

invasion in parental cells upon Ras induction in comparison to cells escaping senescence. 

These results are surprising. The authors need to address this discrepancy.

Sent on: October 1, 2010
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TITRE EN ANGLAIS

RAS Oncogene and Colorectal Cancer: Study of the Oncogenic Stress Response 

and Senescence Bypass

RÉSUMÉ EN ANGLAIS

Oncogene-Induced Senescence (OIS) is a tumor suppressor mechanism which 

prevent uncontrolled cells proliferation during oncogenic stress. During tumorigenesis, this 

process is inhibited by inactivation of tumor suppressor genes to allow proliferation and cell 

transformation. The OIS is described in primary cells, however, we have observed that this 

mechanism is conserved in transformed cells following the expression of H-RasV12. We 

investigated the regulation of this line of response in a colorectal adenoma cell line that have 

already inactivated tumor suppressors p16INK4a and p53.

We observed that Ras oncogene induces p53-independent p21Waf1 expression 

which promotes senescence establishment. Under these conditions, we observed that 

p21Waf1 inhibits proliferation by transcriptional regulation of cell cycle genes Cdc25A and 

Plk1. In this work we noticed that some cells escaped to this arrest. By studying the presence 

of Senescence-Associated Heterochromatin Foci (SAHF), we observed that these cells loss 

senescence phenotype, and exhibit mesenchymal and dedifferentiation markers. These 

results suggests that upon expression of the oncogene Ras, some cells escape the OIS and 

this bypass exhaust is associated with an Epithelial-Mesenchymal Transition (EMT) and 

emergence of dedifferentiated cells. The bypass of Ras mediated OIS is associated to EMT 

and dedifferentiation. This mechanism might contribute to tumorigenesis.



TITRE

Oncogène RAS et Cancer Colorectal : Étude de la Réponse au Stress 

Oncogénique et de l'Échappement à la Sénescence

RÉSUMÉ

La sénescence induite par l’oncogène, ou OIS (Oncogene-Induced Senescence), est un 

mécanisme permettant d’empêcher la prolifération anarchique des cellules lors du stress 

oncogénique. Lors de la tumorigenèse, ce processus est inhibé par l’inactivation des gènes 

suppresseurs de tumeurs pour permettre la prolifération et la transformation cellulaire. 

L’OIS est un processus conservé dans les cellules primaires, cependant, nous l’avons observé 

dans des cellules transformées à la suite de l’expression de H-RasV12. Nous avons étudié les 

acteurs de cette réponse dans une lignée d’adénome colorectal ayant déjà inactivé les 

suppresseurs de tumeurs p16Ink4a et p53.

Nous avons observé que l’oncogène Ras induisait l’expression de p21Waf1 et 

conduisait à la mise en place de la sénescence. Dans ces conditions, nous avons vu que 

p21Waf1 inhibait la transcription des gènes du cycle cellulaire Cdc25A et Plk1 pour 

permettre l’arrêt de la prolifération. Au cours de ce travail nous avons remarqué que 

certaines cellules échappaient à cet arrêt. Par l’étude de la présence de SAHF (Senescence-

Associated Heterochromatine Foci), nous avons observé que ces cellules ne présentaient plus ce 

phénotype caractéristique de la sénescence, mais des marqueurs de cellules 

mésenchymateuses, et que certaines d’entre elles avaient subi une dédifférenciation. Les 

résultats que nous avons obtenus indiquent que lors de l’expression de l’oncogène Ras, 

certaines cellules échappent à l’OIS et que cet échappement est associé à une EMT 

(Epithelial-Mesenchymal Transition) et à l'émergence de cellules dédifférenciées. L’EMT 

contribuerait à l’échappement des cellules à l’arrêt du cycle cellulaire.

MOTS CLÉS

Oncogène, Ras, Sénescence, p21Waf1, OIS (Sénescence induite par l’oncogène), 

EMT (Transition épithélio-mésenchymateuse), Échappement.
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