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JMY : Junction-mediating and regulatory
protein

KIP : Kinase inhibitor protein 1

LFS : Li-Fraumeni syndrome

LV : Leucovorine

Mad1/2 : Mitotic arrest deficient-like 1/2
MAPK : Mitogen activated protein kinase
MCAK : Mitotic Centromere Associated
Kinesin

Mcl1 : Myeloid cell leukemia sequence 1
Mdm2 : Mouse double minute 2

MEK : Map-erk kinase

MKIp2 : Mitotic kinesin-like protein 2
MLH1 : MutL homolog 1

MMR : Mismatch repair

MPF : Maturation Promoting Factor
Mrell : Meiotic recombination 11 yeast
homolog

MRN : Mrell Rad50 NBS1 complex
MSH2 : mutS homolog 2

MSI : Microsatellite instability

MTOC : Microtubule organisation center
MTT : 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyl tetrazolium

Nbs1: Nijmegen breakage syndrome gene
Nek : NIMA Related Kinases

NHEJ : Non homologous end-joining
NIMA : Never in mitosis A

NIp1l : Ninein like protein

NuMA : Nuclear mitotic apparatus protein 1
OH-U : Hydroxyurée A

PcG : Polycomb group

PCM : Pericentriolar matrix

PI3kinase: Phosphatidyl inositol 3 kinase
PIKK : Phosphatidil-Inisitol 3 Kinase like
Kinase

PKC : Protein kinase C

Plk : Polo-like kinases

PIkk : Polo-like kinase kinase

PMS2 : DNA mismatch repair protein
PP1: Protéine Phosphatase 1

PP2A : Protéine Phosphatase 2 A

pRb et Rb : Retinoblastome protein
Puma: p53 upregulated modulator of
apoptosis

RCC1 : Regulator for Chromosome
Condensation 1

RISC : RNA Induced Silencing Complex
RNAI : Ribonucleotide acid inhibitor
RPA : Replication protein A

RT-PCR : Retrotranscription Polymerase
chain reaction
SAHFs:Senescence-associated
heterochromatin foci

SCF: Skpl-cullin-Fbox

STATS : Signal transducter and activator
of transcription

STK 6/15: Serine/threonine kinase 15
SVF : Sérum de veau foetal

TERT : Telomerase reverse transcriptase
TFIID : Transcription factor complex D
for gene class Il

TGF-B: Transforming growth factds
TPX2 : Target Protein foXenopus
kinesin-like protein 2

TRRAP : Transformation/transcription
domain-associated protein

VEGF : Vascular endothelial growth
factor
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Contexte scientifique



La compréhension des phénomenes biologiques a aomnavancée considérable depuis le
début du 18" siécle. En effet, les observations cellulairesidtgs au moyen des premiers
microscopes datent de 1665 ; Robert Hook obsenrs des cellules dans du liege puis dans
toutes les plantes. Cependant il faut attendre da&sles pour voir apparaitre la théorie
cellulaire de Theodor Schwann et Matthias Schleidgm proposent la cellule comme unité
de base de développement. En 1858, Rudolf Virchifiwmg quant a lui que toute cellule
provient d’une autre cellule par la formule célékremni cellula e cellula ». Cette théorie a

conduit & I'idée de multiplication cellulaire pawidion.

La division cellulaire est le processus fondameptal lequel une cellule mére donne deux
cellules filles rigoureusement identiques. Tousdeganismes complexes sont formés d’un
nombre considérable de cellules (environ®1€hez I'étre humain) provenant toutes par
divisions successives d’'une cellule unique, I'oweciécondé. A taille adulte, les divisions

cellulaires se poursuivent pour permettre le reetdement des cellules endommagées ou
vieillissantes, notamment au niveau de I'épidermele tube digestif. Au cours des vingt

derniéres années, de nombreuses études ont pezngiesér les bases de la régulation du
cycle cellulaire. L’attribution en 2001 du prix Nelbde Physiologie et Médecine a Leland
Hartwell, Paul Nurse et Thomas Hunt pour I'ensend@ddeurs découvertes initia un intérét

grandissant pour I'étude de la régulation du cgeltulaire.

La premiére définition du cancer fut donnée parpdgrate ; appelée alors « carcinome » ou
«squirre », la tumeur se définit comme «un gondlet dur, non inflammatoire, ayant

tendance a récidiver et se généraliser jusqu'a dat m Cependant, des descriptions de
tumeurs sont déja rapportées par les égyptienss@a 8vant J.-C.. Au cours des dernieres
annees, l'utilisation de modeles cellulaires a pemie mettre en évidence des anomalies du
cycle cellulaire et de sa surveillance, lors dendagenése. L’étude toujours plus fine des
mécanismes moléculaires impliqués dans ce procgssumet d’envisager l'utilisation de

nouvelles thérapies dans le traitement de cettadiel
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Chapitre | : Tumorogenése et cycle cellulaire

| Tumorogenese

Il existe donc des mécanismes biologiques régudatie prolifération normale. Les proto-
oncogenes et les genes suppresseurs de tumeunsrdasm équilibre entre prolifération et
mort cellulaire. Des mutations successives de easgyrompent cet équilibre, entrainant une
prolifération excessive des cellules qui devienrsots tumorales. Au sein des tissus, seules
quelques cellules se divisent et participent awueallement cellulaire, ce sont les cellules
souches. L’initiation de la transformation pour@ir lieu dans les tissus adultes au niveau
de ces cellules et le risque de mutation des potmgénes en oncogenes pourrait étre
augmenté dans ces cellules. Ces mutations poretuatiparaissent du fait de divers stress,
comme l'arrivée sur les cellules d’agents génotoes] mais €galement de radiations ou
encore de virus ou de la réplication de I'ADN. Hfet malgré I'existence de systemes de
détection et de réparation des anomalies au nideatADN, 'TADN polymérase induit un
taux d’erreurs d’environ 1 base suf {Bunkel and Bebenek 2000).

La progression tumorale s’'accompagne presque tmujale larges réarrangements
chromosomiques impliquant la perte de chromosonieta gorésence de chromosomes
surnuméraires. Ainsi, certaines cellules cancéseasen stade tres avancé peuvent présenter
de 60 a 90 chromosomes. De plus, de nombreux onesgee présentent pas de mutation
mais une surexpression due a une amplificationqgeniparfois en de multiples copies.
L’'oncogéne ErbB2 présente ainsi entre 10 et 15esoge son géne dans 30 % des cancers du
sein. De nombreux génes suppresseurs de tumeuégalement inactivés par délétion d’'au
moins un de leurs deux alleles (Rajagopalan, Naatak. 2003).

Plusieurs grands types de modifications génétigeesent altérer les proto-oncogenes : les
mutations, les translocations et les amplificatiggniques. Dans tous les cas, un produit
hyperactif est obtenu qui stimule la division cklite et participe a I'échappement des
cellules a la régulation normale. L'inactivationsdgénes suppresseurs de tumeurs peut
également étre observée suite a des mutationgratesdocations ou encore des insertions.
Toutes ces mutations peuvent se localiser dansél@gences codantes des génes, dans les
séquences introniques ou régulatrices. Ainsi, ledifications des promoteurs sont également

associées a I'activation ou a l'inactivation deegn
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I.1 Activation des oncogenes et inhibition des gésgppresseurs de tumeurs, éléments

de la tumorogenese

I.1.a Oncogéenes

Les proto-oncogénes sont des genes normaux codamtdes protéines participant a la
régulation positive de la prolifération cellulait€es protéines peuvent étre des facteurs de
croissance, des facteurs de transcription, de®ipest impliquées dans la prolifération, des
récepteurs membranaires, des protéines régulanbttacellulaire, etc. Leur modification en
oncogéne entraine alors la prolifération incongdes cellules, qui peut se traduire par la
formation de tumeurs. La mutation d’un seul desxdalieles du gene suffit a imposer son
activité permanente a la protéine sauvage. Lonsgsdint introduits dans les cellules saines,
certains de ces oncogénes induisent la transfamats cellules et permettent I'acquisition
d'un phénotype malin (Vogelstein and Kinzler 200Mpus illustrerons l'activation et les
effets des oncogéenes en utilisant deux protéinesg#miques, Ras et c-myc, trés souvent

retrouvées suractivées dans les tumeurs humaines.

Exemple de Ras

Un des proto-oncogenes muté dans de nombreux sahcenains est le géne Ras. Ras
appartient a la famille des petites GTPases. @elleamporte trois isoformes d’environ
21kDa, codées par trois genes différents, K-RaRall-et H-Ras. L'isoforme K-ras présente
deux formes d’épissage différentes, notées K-RasdK-Ras4B. Ces protéines présentent
une extrémité NH2 terminale comportant un domai@lgtique trés conservé. Cependant,
leur extrémité carboxy-terminale est constituéendiomaine hypervariable dans lequel le
motif CAAX est retrouvé et permet de distinguer desis isoformes. Ce domaine
hypervariable est constitué des acides aminés pouedmporter de nombreuses
modifications post-traductionnelles. Il est égalatnampliqué dans la localisation
membranaire de ces protéines (Willumsen, Christeasal. 1984)Malgré leurs interactions
avec des effecteurs et des transducteurs commemgrotéines présentent des fonctions bien
distinctes, sans doute grace aux modifications épsrtpar le domaine hypervariable.
L’analyse de I'expression de ces protéines mong® \driations au niveau tissulaire, mais
également lors du développement embryonnaire. Aimst les souris, TARNmM de H-Ras est
surtout exprimé dans le cerveau, le tissu muse&ylkirpeau, et est faiblement exprimé dans le

foie. Au contraire K-Ras est lui exprimé au nivadmil’estomac, du tissu pulmonaire et du
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thymus. L'ARNmM de N-Ras se localise plus partia@ient au niveau du tissu testiculaire et
du thymus (Leon, Guerrero et al. 1987). N-Ras priésen pic d’expression & partir du®1®
jour, tandis que l'expression de K-Ras diminue pgegivement a la fin de la gestation
(Muller, Slamon et al. 1983). De plus, l'étude dew®deéles murins dans lesquels les
différentes isoformes sont inactivées montre quegéme de K-RAS est essentiel au
développement embryonnaire a la différence de N-Bfas (Esteban, Vicario-Abejon et al.
2001). Les souris dans lesquelles les génes destbRa-Ras sont inactivés ne présentent
aucune modification de leur phénotype durant leévetbppement alors que les souris
présentant une inactivation de K-Ras meurent préndiaient entre le 12 et le é’f“l‘r’jour de
gestation. De plus, elles présentent des modificatau niveau du foie et une forte anémie
(Johnson, Greenbaum et al. 1997).

Sous sa forme non mutée, Ras constitue un inteamnédintre un récepteur activé et une voie
de signalisation sous-membranaire aboutissant antres a la régulation de la prolifération,
de la survie, mais également de la différenciatdette protéine oscille entre un état inactif,
ou elle est liée au GDP, et un état actif dansdkelguprotéine Ras est associée au GTP (Ras-
GDP et Ras-GTP) (Boguski and McCormick 1993). a#sbn d’'un facteur de croissance a la
surface des cellules, par I'intermédiaire d’un piear qui lui est spécifique, est suivie d’'une
modification des domaines intracellulaires du réeep Celle-ci s’accompagne alors du
recrutement, par l'intermédiaire des protéines taddpes, de protéines de la famille SOS.
Ces protéines favorisent I'échange du GDP en GTHasprotéine Ras. Le complexe Ras-
GTP est inactivé en présence de protéines de tyfedai favorisent I’hydrolyse du GTP en
GDP. Ras-GTP interagit avec plus de vingt effectelirpeut se lier a Raf activant alors la
voie Ras-Raf-MEK-ERK (Repasky, Chenette et al. 2004xiste trois sérine/thréonine Raf
phosphorylant et activant les kinases MEK-ERK. €etiscade de phosphorylations permet
I'activation du facteur de transcription AP-1. Geteur de transcription se fixe ensuite sur le
promoteur des genes régulant la progression de ©gtlulaire, comme celui de la cycline D
(Pruitt and Der 2001). Ras active également la deida PI3kinase/Akt (Rodriguez-Viciana,
Warne et al. 1994) et participe a l'activation dgsnes de survie des cellules et de
différenciation. La kinase Akt phosphoryle et inaetdes protéines proapoptotiques comme
Bad ou les facteurs de transcription de type Fa#&h@/ivanco and Sawyers 2002). Ras est
également impliqué dans I'activation de la voie Régulant I'organisation du cytosquelette
et participant a la transformation induite par togene Ras (Malliri, van der Kammen et al.
2002). Ras régule également le transport des \ésiéutravers le cytoplasme en activant la
voie RALGDS (Wolthuis and Bos 199%as régule également la voie du calcium phosphate.
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En effet, Ras active la phospholipase C, entrainanelargage du calcium et I'activation de
la PKC (Kelley, Reks et al. 2001; Song, Hu et a0D).

Membrane plasmique

COOCO

m@@ﬁg@mi@ﬂ@o 2

kns GDP Ras GTP )

So0s 6rb2

Lok FISK (RaLebs) T
Transport vésiculaire o
MAPK CrPkc ) ( Ca?* )

Akt |
l j \' Voie du calcium
AP-1

Bad Forkhead

; Différenciation et
Cycline D survie cellulaire

Progression du
cycle cellukaire

Figure 1 : Voies de signalisation activées partigine Ras.
(Downward 2003).

Sous sa forme mutée, le gene Ras oncogénique ocedarotéine qui stimule la multiplication
cellulaire indépendamment de tout facteur de caoiss. Les trois isoformes de Ras peuvent
porter des mutations somatiques sur les acideséanii?, 13 et 61 (Bos 1989). K-Ras
constitue l'isoforme la plus fréequemment mutée dasscancers et environ 30% a 45% des
cancers colorectaux portent une mutation somatiigu-Ras (Downward 2003; Schubbert,
Shannon et al. 2007). Elles entrainent toutesiVaiion constitutive de Ras. Les glutamines
12 et 13 sont localisés dans la boucle P respamskbla liaison du GTP, et la glutamine 61
participe a I'hydrolyse du GTP. Ainsi la mutatiou de ces acides aminés bloque I'activité
GTPase de Ras et entraine sa résistance aux p®BHPs (Trahey and McCormick 1987).
L’apparition d’'une protéine Ras oncogénique engadim dérégulation de I'ensemble des
effecteurs sous jacents et confére a la cellulefaedions anormales. L’activation des voies
PI3kinase et Raf-MEK-ERK est essentielle a la ti@msation induite par Ras (White,
Nicolette et al. 1995; Khosravi-Far, White et &96; Rodriguez-Viciana, Warne et al. 1997,
Downward 2006)
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Ainsi, la protéine Ras constitue un transducteureean récepteur activé et une voie de
signalisation sous-membranaire régulant a la faigrolifération la différenciation et la
survie. Les tumeurs humaines présentent fréquemmentmutation de Ras entrainant son

activation constitutive et une altération des veiess membranaires qu’elle régule.

Exemple de myc

L’'oncogéne myc est lui aussi trés souvent dérédalés plusieurs cancers et constitue un
autre exemple de proto-oncogéene. Sa surexpressioino etin vivo favorise I'apparition des
tumeurs (Adams, Harris et al. 1985). La famille déses de myc comprend sept membres
dont les plus étudiés sont c-myc, L-myc et N-my&oncogéne c-myc fut le premier
découvert par homologie avec I'oncogéene viral v-riiyennstrom, Sheiness et al. 1982). L-
myc et N-myc furent également découverts par hogielavec 'oncogene viral comme des
régions amplifiés du génome, respectivement darss tleneurs du poumon et de
neuroblastome (Schwab, Alitalo et al. 1983; NawdBs et al. 1985).

Ce facteur de transcription active différents gereas partie grace a son partenaire max.
L’extrémité carboxy-terminale de c-myc contient dmmaine bHLH permettant sa liaison a
max. L’hétérodimere myc/max est capable de sali&kDN sur des régions spécifiques des
genes présentant la séquence consensus canonig@&TGA (Blackwood and Eisenman
1991). L’extrémité amino-terminale de myc compratalix sites trées conservés impliqués
dans la transactivation des génes et permettamédaitement de protéines adaptatrices
comme TRRAP ou des Histone Acétyl Transférases (H&®mme TIP60 (McMahon, Wood
et al. 2000) (Amati, Frank et al. 2001).

Il est difficile d’établir une carte précise defetef de myc puisqu’il semble réguler entre 10 et
15% des génes cellulaires (Fernandez, Frank e€204l3; Dang, O'Donnell et al. 2006).
Néanmoins, 'inactivation de ce géne se traduityra mort précoce entre 18" et le 16™
jour des animaux, supposant alors I'implicationdgc dans le contrle de la croissance
cellulaire et le développement embryonnaire (Dawisns et al. 1993). Durant cette période
c-myc est exprimé dans les cellules proliféerané¢sa diminution d’expression est observée
lors de la différenciation cellulaire ou de I'arcids mitoses (Schmid, Schulz et al. 1989).

Ce facteur de transcription régule la progressiorcytle cellulaire (Eilers 1999). Dans les
cellules quiescentes, c-myc n'est pas détectablereizanche, lors de la stimulation des

cellules avec un mitogene ou en présence de séaxpression de 'ARNm et la protéine de
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myc augmente et entraine I'entrée des celluleshasgG1. Puis, I'expression de 'TARNm et
la protéine diminue progressivement. Si le sérurfesunitogénes sont éliminés de la culture,
le taux de c-myc chute brutalement et les cellskeppent leur progression dans le cycle
cellulaire (Waters, Littlewood et al. 1991). c-nmggule également la progression de la phase
G1 a la phase S en contrdlant I'expression de guusiprotéines comme la cycline D1, ou
encore cdc25A (Galaktionov, Chen et al. 1996; BauthThieke et al. 1999). L’activation de
la cycline D par c-myc en réponse a des mitogeamshstila progression du cycle cellulaire et
I'activation des genes de la phase S. Ces gendsseos la dépendance des facteurs de
transcription de la famille E2F (Trimarchi and L&f$2). La protéine Rb associée a E2F au
début de la phase G1, empéche [l'activation trapionnelle des génes assurant la
progression du cycle cellulaire. La phosphorylats#guentielle de Rb par les complexes
cycline D/cdk4/6 induit une activation partielle H28F qui peut ainsi activer différents génes
dont celui de la cycline E. Celle-ci est tout d’'ebassociée a p27 qui I'inhibe. Cependant
lorsque la concentration en cycline E libre deviglois importante, elle s’associe a cdk2 et
phosphoryle a son tour la protéine Rb. Rb est dtmiedement inhibée. La protéine p27 est
elle-méme phosphorylée par le complexe cycline i2aet devient en conséquence la cible
du protéasome. Les facteurs de transcription EPRs Iférés et régulent I'expression des
protéines impliquées dans la transition G1/S, tvextt également I'ensemble des genes de la
phase S comme la cycline A (Lees, Faha et al. 1992te derniére s’associe a cdk2 et le
séquestre, empéchant alors sa fixation sur lareydh. La cycline E est a son tour dégradée
par ubiquitination. Des études montrent égalemer ¢-myc augmenterait 'activité de
cycline E/cdk2 de fagon indirecte. En fait, la ayel D2 et cdk4 semblent étre des cibles
transcriptionnelles de c-myc et la formation deméties cyclines D2/cdk4 entrainent la
séquestration de p27 (Perez-Roger, Kim et al. 19995imere cycline E/cdk2 est ainsi libre
et peut donc phosphoryler Rb.

c-myc peut également réprimer plusieurs géenes cooghe de pl5, p27 ou p21 (Herold,
Wanzel et al. 2002; Gartel and Shchors 2003). Lieeres myc/max empéchent alors le
recrutement de miz sur leur promoteur, entrainamsi da répression des genes (Staller,
Peukert et al. 2001).

D’autre part, c-myc induit la transcription de gemarticipant directement a la réplication de
I’ADN comme l'ornithine décarboxylase, impliquéendda synthése des bases azotées (Pena,
Reddy et al. 1993). Il active également la maclené&aductionnelle et transcriptionnelle

nécessaire a I'expression des histones (Schmidt)20BRN polymérase lll, le facteur de
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traduction EIF4E, de nombreuses protéines ribosssnadt des protéines facilitant
I'assemblage des ribosomes (Obaya, Mateyak e988)1

La protéine c-myc régule également des événemengstatiques. Plusieurs études semblent
montrer I'implication de c-myc dans l'induction dapoptose. En absence de facteurs de
croissance, cet oncogéne active le programme de galulaire (Evan, Wyllie et al. 1992).
Cette induction se fait certainement par une veéijgeddante de p53/mdm2/ARF. Des études
menées dans des fibroblastes de souris (MEFs) dénomrn effet que I'absence de p53 ou
de ARF diminue I'apoptose induite par c-myc (Zin&yschen et al. 1998). Suite a un signal
apoptotique, p53 serait ainsi capable de répomangédiatement en induisant ses genes cibles
comme Puma et Noxa impliqués dans linduction @pdptose (Oda, Ohki et al. 2000;
Nakano and Vousden 2001). De plus, p53 active guaiela protéine p21 favorisant ainsi
I'arrét du cycle (el-Deiry, Tokino et al. 1993).rBl#eélement, c-myc réprime I'expression de
p21 favorisant ainsi I'induction de I'apoptose plugue I'arrét du cycle cellulaire.

Le facteur de transcription myc est également dééédans de nombreux cancers. Plusieurs
modifications des génes de myc aboutissant a letivasion sont rapportées, comme les
amplifications, les translocations, des insertigballa-Favera, Wong-Staal et al. 1982;
Payne, Bishop et al. 1982; Magrath 1990). Les dioalions géniques correspondent a
laugmentation du nombre de copies dun proto-oeoeg Dans les cellules de
neuroblastome, plusieurs centaines de copies de jemyc sont ainsi générées (Brodeur
2003). Dans les lymphomes de Burkitt, une transiogaentre le chromosome 8
correspondant a la région chromosomique codant panyc et I'un des trois genes codant
pour les immunoglobulines est rapportée (Spencer@moudine 1991). Cette surexpression
de myc induit la tumorogenese en altérant I'expoessle ses nombreux genes cibles.
Cependant, c-myc sensibilise les cellules a l'apsptet I'inhibition d’'une des voies
proapoptotiques est nécessaire pour la formationudeurs. L’inactivation de p53 et la
surexpression de la protéine anti-apoptotique Bsb@t trés souvent retrouvées favorisant
alors le développement des tumeurs présentantdg@me c-myc. Des mutations de myc sont
eégalement associées a la tumorogenese. En effetestyphosphorylé sur la sérine 62 via la
voie des MAPK induite par Ras, stabilisant alorsptatéine. La phosphorylation sur un
second résidu, la thréonine 58 par GIK-@ntraine sa dégradation via le protéasome (Sears
2004). La cotransfection de Ras et d’'un mutant ge sur la thréonine 58, montre une
augmentation de I'activité oncogénique de myc. Latation de myc serait un élément
essentiel de la tumorogenése. La mutation de kaardiné 58 est également retrouvée dans le

syndrome de Burkitt se traduisant par une augmentate la stabilité de myc en plus de
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'augmentation de myc d'un point de vue quantitédBhram, von der Lehr et al. 2000;
Gregory and Hann 2000).

Le facteur de transcription c-myc est donc impligaés la progression du cycle cellulaire en
régulant I'expression de la cycline D et cdk4 eniisale quiescence. |l participe a la mise en
place du complexe réplicatif lors de la phase Saetive également la machinerie
traductionnelle. Il réprime également plusieurshitburs du cycle cellulaire comme p21 ou
p27. Il est souvent dérégulé dans de nombreux careteentraine ainsi la prolifération

incontrolée des cellules.

l.1.b Génes suppresseurs de tumeurs
Les genes suppresseurs de tumeurs sont des ggménésxnormalement par les cellules.
Contrairement aux oncogenes, ce sont des freiageolifération cellulaire. Lors de cancers,
les génes suppresseurs de tumeurs perdent lewtofe Seuls les génes suppresseurs de

tumeurs Rb, p53 et le locus INK4/ARF seront déveéspici.

Exemple de pRb :

Le premier géne suppresseur de tumeurs fut dédowrer1988 grace a I'étude du
rétinoblastome (Yokota, Akiyama et al. 1988). Cetigadie rare et héréditaire, apparaissant
chez les enfants avant 'age de 5 ans, se traduilepdéveloppement d’'une tumeur maligne
au niveau de la rétine. Chez ces patients, la péute région chromosomique au niveau du
chromosome 13 est observée. La perte d’hétéromjgost-a-dire I'inactivation des deux
alleles du gene, s’accompagne du développemerat oalladie (Cairns, Proctor et al. 1991).
Knudson proposa le premier cette hypothése en 1B3adggéra alors I'existence d’'un géne,
noté Rb pour rétinoblastome, inhibant le développ@nde tumeurs au niveau de I'ceil et se
localisant au niveau du chromosome 13 (Knudson 1Tr4utre part, la perte d’'un seul des
deux alléles (hétérozygotie) du géne entraine wigenantation du risque de développer un

cancer. Depuis, des mutations du gene de Rb ordégtdites dans d’autres cancers comme

celui du poumon, ou de la vessie (Yokota, Akiyartnal. €1988; Cairns, Proctor et al. 1991).

Les protéines pRb, p107, et p130, de la familleéunoblastome sont connues pour réguler
négativement la croissance cellulaire en inhibesgenes impliqués lors de la transition G1/S

et la phase S (Grana, Garriga et al. 1998). Lepression est différentielle au cours du cycle
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cellulaire. Tandis que la concentration de pRberesinstante, I'expression de p130 diminue
progressivement et celle de p107 augmente poundtteun pic en phase S. Les complexes
cyclines/cdks interagissent avec les protéinesétinablastome par l'intermédiaire de leur
domaine de poche et phosphorylent ces dernierdisqarreno et al. 2002). lls modulent en
conséguence leur association avec d'autres praeté&e#ulaires. Seules les protéines du
rétinoblastome hypophosphorylées sont capablegedées facteurs de transcription E2Fs et
la sous unité associée DP (Stevens and La Thar@fi®.2! existe chez les mammiféres six
facteurs E2F, E2F1-E2F6. Ces facteurs peuventsétrdivisés en trois groupes selon leurs
propriétés transcriptionnelles et leurs interadiemec les protéines de poche. E2E1, E2F2 et
E2F3 constituent le premier groupe de facteurgatestription activateurs. lls se lient a pRb
qui les inhibe. E2F4 et E2F5 composent le deuxigramupe, et sont des répresseurs
transcriptionnels et se lient a pl07 et pl30. ErMidF6 agit en tant que répresseur
transcriptionnel et ne lie aucune protéine Rb (archi and Lees 2002).

Rb est impliqué dans de nombreuses fonctions bigpeg. Tout d’abord, Rb participe a la
progression du cycle cellulaire en sortie de q@ese et en phase G1/S du cycle cellulaire en
présence d’'un mitogene. Il régule en effet I'expi@s coordonnée des genes de la phase G1
et de la phase S en bloquant les facteurs de tiptige E2F et en permettant le recrutement
de protéines de remodelage de la chromatine (Haroodi Dean 2000). La protéine Rb est
associée au début de la phase G1 avec E2F et DNMNA Methyltransferase 1). Cette
protéine est une méthyltransférase agissant auauides flots CpG et est associée a
I'inactivation de génes par remodelage de la chtmm@aRb en interagissant avec DNMT1,
favorise I'inhibition des promoteurs présentant déss de fixation pour les facteurs de
transcription E2Fs (Robertson, Ait-Si-Ali et al.@X). De plus Rb est également associé a
d’autres co-répresseurs, notamment des histonexcétgkases (HDAC) (DePinho 1998).
L’activation du complexe cycline D/cdk4 lors d’urgimulation mitogénique permet la
libération de ces co-répresseurs et I'ouverturéadaolécule d’ADN. Suite a l'activation de
cycline E/cdk2, les facteurs de transcription E2Bast libérés et régulent I'expression des
protéines impliquées dans la transition G1/S, p#entla mise en place du complexe pré-
réplicatif. Les facteurs E2Fs activent égalemesridemble des genes de la phase S comme la
cycline A (Lees, Faha et al. 1992)
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Figure 2 : Implication de pRb dans la progressiorydile cellulaire.

Rb est également impliqué dans la transition G2{hhigibe les genes de cycline A et cdkl,
grace au recrutement de protéines comme HPC2 (tdisfpomoter control protein 2)
(Dahiya, Wong et al. 2001). Des études récentegsgalement montré son implication dans la
régulation de la réparation et le contréle du fuseatotique (Polager, Kalma et al. 2002;
Ren, Cam et al. 2002). Ainsi, la protéine Mad2régulée par E2F1, et I'élimination de Rb
des cellules suffit a augmenter I'expression deggellateur clé du fuseau mitotique (Ishida et
al. 2001).

Rb participe également a I'hétérochromatinisaties genes associé a la sénescence, SAHFs
(Narita, Nunez et al. 2003). Ces SAHFs sont desezate 'ADN transcriptionnellement
inactives et extrémement stables dans le tempss Des foci sont localisés les genes cibles
de E2F. La sénescence correspond donc potentigitenéa compaction et a I'extinction
définitive des génes nécessaires a la proliféradons la dépendance des facteurs de
transcription E2F. Dans un cadre normal de praifén, Rb permet la déacétylation des
lysines 9 des histones H3 en recrutant les praéliBACs et inhibe la transcription des
genes de la phase S par fermeture de la chromatne de I'induction de la sénescence, Rb
recrute également la protéine Suv39, responsabl& deéthylation de ces résidus (Rea,
Eisenhaber et al. 2000). La méthylation des gerstsue processus plus stable que la
déacétylation et permet donc une inhibition desgemlong terme (Bannister, Schneider et

al. 2002). La méthylation de ces résidus permdeégnt le recrutement de la protéine linker
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HP1 (Bannister, Zegerman et al. 2001; Lachner, @Qaet al. 2001) participant a la
compaction de la chromatine et a I'hétérochromsdition des génes de la phase S (Zhang,
Chen et al. 2007). Ceux-ci sont alors incapablégrel’activés, méme en présence de signaux
prolifératifs, induisant un arrét définitif de lagtifération cellulaire (Nielsen, Schneider et al.
2001).

Rb est donc une protéine centrale dans la progressés cellules au travers du cycle
cellulaire. Elle est également associée au progende mort cellulaire puisqu’elle est
impliguée dans linduction de la sénescence. El@nstitue donc une barriere au

développement tumoral. Rb est ainsi fréequemmeistivée dans les cellules cancéreuses.

Exemple de p53 :

La famille de protéine p53 comprend trois membrg3, w63 et p73. Alors que la protéine
p63 semble plutét impliquée dans le développemental des cellules (Irwin and Kaelin
2001), les protéines p53 et p73 sont activées ponee a différents stress cellulaires comme
des mutations de I'ADN, I'hypoxie ou encore l'ag® de signaux hyperprolifératifs a la
surface de la membrane cellulaire. Nous ne détaiike ici que les fonctions de p53. Ce
facteur de transcription tétramérique régule umgnaombre de génes aboutissant soit a un
arrét temporaire du cycle cellulaire, permettant ellules de réparer les erreurs, soit un arrét
deéfinitif avec initiation du programme de différetiton, soit la mort cellulaire par apoptose
ou sénescence. Elle est donc indispensable au émuldment du cycle cellulaire, entrant
dans la composition de plusieurs points de conblemplissant alors le role de « gardienne
du génome » (Balint and Vousden 2001).

La quantité de protéine p53 est soumise a uneatigultrés fine. Tout d’abord, I'activation
de p53 implique une régulation traductionnelle lpastabilisation de son ARNm. En absence
de stress, ’TARNmM de p53 est pris en charge pautdéoline. Cette protéine inhibe la prise en
charge de 'ARNm par les ribosomes, inhibant alasproduction de la protéine. Lors de
I'arrivée d’un stress, la protéine ribosomale L&8tdbilise la liaison entre TARNmM de p53 et
la nucléoline favorisant alors sa traduction (TakAbsalon et al. 2005).

D’autre part, une régulation post-traductionnelle k& protéine permet également son
activation (figure 3). En absence de stress, ldépre p53 est associée dans le noyau a
plusieurs ubiquitines ligases dont Hdm2. L’'ubicquation de p53 entraine son export du

noyau ainsi que sa dégradation par le protéasoe uhiquitines ligases sont elles-mémes
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contrblées par la protéine p14/ARF. En effet, pRFAest capable de lier HAm2 et d’inhiber
son activité ubiquitine ligase (Michael and Ore®2)0 Lors d'un stress oncogénique comme
I'activation de c-myc, ou de I'activation de E2Fexjpression de la protéine pl4/ARF est
augmentée et l'association entre p53 et les ulistligases est inhibée, permettant ainsi
'augmentation de la demi-vie de p53. L'existenaed boucle de rétrocontrdle permettant a
p53 de limiter sa propre activation est égalemeaneée. Ainsi, Hdm2, p14/ARF et c-myc
constituent des cibles transcriptionnelles de p&8,(Bayle et al. 1993; Stott, Bates et al.
1998; Ho, Ma et al. 2005). Des études réaliséeslassimodeles murins, semblent également
montrer que p19/ARF séquestre mdm2 dans le nucl@oéeant ainsi p53 (Weber, Kuo et al.
2000).

Oncogénes Dommages
c-myc de 'ADN
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@&
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Apoptose  cycle cellukire
Sénescence

Figure 3 : Régulation de l'activation de p53.
c-myc constitue I'un des oncogénes capable d'irdléxpression de pl4/ARF. pl4/ARF antagonise ensuite
mdm2 pour stabiliser p53. p53 régule égalementptession des protéines impliquées dans son actiyati

comme mdm2, p14/ARF ou encore c-myc (Gil and P&@ds).

L’expression de pl4/ARF est codée par le locus IMIRF codant également pour pl6 et
pl5. Il existe sur ce locus, plusieurs promote@snettant la synthése de ces trois protéines
(Quelle, Zindy et al. 1995). L'expression de pl4FA&st contrblée par les facteurs E2Fs. En
absence de stress, son promoteur est occupé faatder E2F3b qui réprime la transcription
du géne. Lors d'une activation oncogénique, génqtex ou cytotoxique, le facteur de

transcription E2F1 est recruté a la place de E2#3induit une forte activation de la voie
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pl4/ARF aboutissant a la stabilisation de p53 (#iala, laquinta et al. 2004). Parallelement a
la voie de signalisation faisant intervenir pl4/AREprotéine p53 peut-étre stabilisée par des
altérations de '’'ADN engendrées par I'arrivée dantogéne, indépendamment de pl4/ARF.
En effet, il existe au sein du domaine d’activati@nscriptionnel de la protéine de nombreux
sites de phosphorylation. Les sérines 15 et 20 58 gont phosphorylées par les kinases
ATM/ATR et chkl/chk2 (Bode and Dong 2004). Ces rmiodtions permettent la
phosphorylation d’autres résidus dans la région hinale de p53, dont la sérine 9 ou la
thréonine 18. Ces phosphorylations déstabilisefinison entre HdAm2 et p53 et permettent
ainsi la stabilisation de la protéine. De plus, gegsphorylations sont absolument nécessaires
au recrutement des cofacteurs de la transcripgompp3 (Dumaz and Meek 1999).

p53 est un facteur de transcription tétramériqueliqué dans de nombreuses fonctions
biologiques. p53 induit notamment l'arrét du cyckdlulaire en activant les génes de p21,
BTG2 ou 14.3.8 et GADDA45. La protéine p53 se fixe directementlsygromoteur du gene
de p21, par lI'intermédiaire de séquences consep&dsinhibe les complexes cyclines/cdks,
et plus particulierement les complexes impliquatk2; et induit alors I'arrét des cellules en
phase G1 (el-Deiry, Tokino et al. 1993). p53 pegalément activer le gene de BTG2
(Rouault, Falette et al. 1996). Ce gene est aetmelht considéré comme un gene suppresseur
de tumeurs, il inhibe en effet I'expression desliogs D et E. D’autre part, GADD45 et
14.3.3 seraient impliquées dans l'inhibition de la cycliB&dkl, induisant plutét un arrét
en phase G2. La protéine 14@.8équestre cdc25C et la cycline B dans le cytomasm
empéchant alors Il'activation du complexe cyclinecdBl (Peng, Graves et al. 1997).
GADD45 empécherait quant a lui la formation de amplexe en se liant directement a cdkl
(Zhan, Antinore et al. 1999).

p53 module l'induction du programme apoptotiquéagbrisant la sortie du cytochrome c de
la mitochondrie (figure 4). p53 régule I'expressamplusieurs genes proapoptotiques comme
Bax (Miyashita and Reed 1995), Noxa (Oda, Ohkile2@00), Puma (Nakano and Vousden
2001) ou encore Apaf-1 (Moroni, Hickman et al. 20@ 'autre part, elle stimule I'expression
de protéines antiapoptotiques comme BcIXL en répoasx radiations ionisantes (Zhan,
Alamo et al. 1996). La balance des facteurs pemgapoptotiques régule I'entrée des cellules

en apoptose.

25



e e
Membrane plasmique
Mitochondrie \
protéasome
T " P
Sy EWERR
G oo Uge
| L1

Membrane plasmique

+ Protéines pro-apoptotiques
Apafl, Bax, Puma, Noxa
Fas, Killer

-Protéines anti- apoptotiques
Bel2, BelXL

® @ Apoptosome
® Cytochrome C
l |:| Apaf-1

Voie des caspases Capsasa 9
Apoptose & o

Cytoplas me

Figure 4 : Activation de I'apoptose par p53.

A. En absence de stress, la protéine p53 est tinitge par mdmz2, entrainant sa dégradation pprdeéasome.
Les protéines proapoptotigues comme Bax et Bakisbitiées par les protéines Bcl2 ou BclXL, empéclant
sortie du cytochrome c de la mitochondrie.

B. L'arrivée d’'un signal de stress entraine la $itsdtion de p53 qui peut alors activer les genespototiques.
Les différentes protéines ainsi produites inteisagis directement avec les protéines Bak ou Bax, $adtileur
oligomérisation, ou inhibent les protéines antigptiques. La protéine p53 présente également degidms
cytoplasmiques. Elle peut en effet interagir awscdrotéines antiapoptotigues comme Mcll ou BclXinleiber
leur activité. Les protéines Bax et Bak entraineatsala dépolarisation de la membrane mitochondaaisi

que la sortie du cytochrome c.
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Dans les cellules non apoptotiques, les membrespppiotiques de la famille Bcl2 comme
Bax ou Bak, sont inhibés par les membres antiapigpois Bcl2 ou BelXL.

En réponse a un stimulus apoptotique, les proténBki3-seulement » comme Bid, Bad,
Bim, Puma ou Noxa, sont activees par régulatiomstaptionnelle, relocalisation
subcellulaire, déphosphorylation, ou protéolyséesEpeuvent alors soit inhiber I'action anti-
apoptotique de Bcl2 et BcIXL, soit directement imdwn changement de conformation des
protéines Bax et Bak, conduisant a leur oligoméadsaet a leur insertion dans la membrane
mitochondriale ou elles forment des pores permetten libération des facteurs
proapoptotiques, dont le cytochrome ¢ (Cartrom &uial. 2003).

La protéine p53 stimule également I'apoptose sadgilie la transcription de genes. En effet,
elle peut interagir avec des protéines de la serfaitochondriale induisant la dépolarisation
de la mitochondrie, nécessaire a la sortie du tytoue c.

Une étude montre que lors d'un stress cellulaifg3 jnteragit avec Bak, empéchant
I'interaction de cette derniere avec Mcll et inlibainsi I'effet anti-apoptotique de Mcll
(Leu, Dumont et al. 2004). La sortie du cytochrarrae la mitochondrie assure la formation
d’'un complexe appelé apoptosome, constitué degipest Apaf-1, cytochrome c et caspase 9
(Lipton and Bossy-Wetzel 2002). La caspase 9 dstéacpar oligomérisation et entraine le
clivage et l'activation des caspases effectricevme les caspases 3 ou 7 (Thornberry and
Lazebnik 1998). Celles-ci dégradent alors de noodme protéines et activent la nucléase
CAD responsable de la dégradation internucléosomalia chromatide (Samejima, Tone et
al. 1998).

La protéine p53 participe également a la régulaties événements situés en aval de la
mitochondrie. Elle régule I'apoptose médiée par fésepteurs de mort en stimulant la
synthese de récepteurs comme KILLER (Wu, Burnsl.ei@7), ou Fas (Owen-Schaub,
Zhang et al. 1995). La liaison des différents ldmrsur leurs récepteurs respectifs induit
I'activation du complexe de mort DISC, et I'activat de la caspase 8. La caspase 8 induit le
clivage de la protéine Bid, protéine & domaine BjdBinduit alors I'activation de Bax et la
libération de cytochrome c (Budihardjo, Oliver etl®99).

La protéine p53 est donc impliquée dans I'inductierdeux processus physiologiques, l'arrét
du cycle cellulaire et 'apoptose mettant en jes ah&canismes distincts. Le choix entre arrét
du cycle et apoptose est encore mal compris. Lewipres études suggérant une implication
différente de p53 a la fois dans linduction depbatose et dans l'arrét du cycle cellulaire
montrent que les mutants de p53, retrouvés auesitumeurs de patients atteints de cancers,

sont capables de bloquer les cellules en phasgde cellulaire mais échouent a stopper la
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transformation induite par différents oncogéneo@&r Marston et al. 1994; Rowan, Ludwig
et al. 1996).

Ces mutants échouent a induire I'apoptose par absdinduction des genes cibles de p53
(Friedlander, Haupt et al. 1996; Ludwig, Bates kt 1®96). Plusieurs théories tentent
d’expliquer cette distinction. La premiére met eara I'existence de différence d’affinité de
p53 pour certains promoteurs. Dans ce contextenlgants de p53 pourraient se lier aux sites
de forte affinité des promoteurs des génes régulamét du cycle cellulaire comme p21
tandis gqu'ils seraient incapables de lier les diedaible affinité des promoteurs codant pour
les genes régulant I'apoptose comme Bax ou Noxte @gpothése s’appuie également sur
I'activation de l'arrét du cycle cellulaire dans leellules exprimant une faible concentration
de p53 et l'induction d’apoptose suivie de lardgii cycle cellulaire dans les cellules
exprimant de forte concentration de p53 (Chen, Kalel1996). Cependant, tous les genes
impliqués dans l'apoptose et régulés par p53 nsquent pas de promoteur de faible affinité.
Ainsi, I'affinité de p53 pour le promoteur de p24t &8 méme que pour Puma. Une autre met
en avant I'existence des modifications post-tradacielles de 53 entrainant le stabilisation
de p53 et l'activation des génes proapoptotiquespi(dsa and Emerson 2001). Elles
permettent également a p53 de recruter des pretéidispensables a I'activation des genes
proapototiques comme JMY (Junction-mediating anduledory protein) ou ASPP
(Apoptosis-stimulating protein of p53) (Shikamaglet al. 1999; Samuels-Lev, O'Connor et
al. 2001). Ainsi, les mutations retrouvées surrlatgine p53 pourraient empécher I'ajout de
ces différentes modifications post-traductionneliggrainant alors I'absence d’induction
d’apoptose.

Environ 90 % des mutations de p53 sont des mutatpmmctuelles qui correspondent a la
modification d’'une seule base sur la séquence deB8.TEertains acides aminés sont plus
frecguemment mutés que d’autres, six d’entre eusgmi&nt une fréquence de mutation de 28
%. Seul 5 % de ces mutations apparaissent damsriaide de régulation de la protéine tandis
que 95 % se localisent au niveau de la région alentesponsable de la liaison de la protéine
a I'ADN (Sigal and Rotter 2000). Ces mutations sasgociées a l'inactivation de la protéine
mais également a la modification de ces ciblesstiaptionnelles (Blandino, Levine et al.
1999; Sigal and Rotter 2000).

Ainsi, p53 est impliqué dans la régulation de I'restasie cellulaire. Cette protéine peut

stopper la progression du cycle cellulaire en isdni p21. Parallelement elle peut induire les
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programmes de mort cellulaire. D’autre part, el¢ ieactivée dans de nombreux cancers

participant ainsi a la formation des tumeurs.

Locus INK4/ARF :

Ce locus INK4/ARF localisé au niveau du chromosdnehez I'Homme code pour deux

protéines appartenant a la famille des inhibiteler$a kinase 4 (INK4) p16 et p15 et pour une
protéine notée pl4/ARF (pl9/ARF chez la souris)s @wis protéines participent a la

suppression des tumeurs et sont donc inhibéesdan®mbreux cancers (Sharpless 2005).
Elles sont impliquées dans des processus variémeoifapoptose, la sénescence ou encore
I'inhibition du cycle cellulaire. L’activation del@/ARF induit la stabilisation de p53 et a déja

été développé dans ce manuscrit.
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Figure 5 : Inhibition de la progression celluldimes de 'induction de la protéine p16.

Les protéines pl6 et pl5 possédent des propri€tésippression de tumeurs en inhibant,
durant la transition G1/S du cycle cellulaire, tigité des cdks. En se liant directement a cdk4
et cdk6, les protéines de la famille INK4 inhibdistssemblage des complexes cyclines
D/cdks (Pavletich 1999). Dans la plupart des cedlula cycline D est associée a d’autres
inhibiteurs des complexes cyclines/cdks de la fendiés CIP/KIP, p21 ou p27, qui n'inhibent
pas l'activité des complexes. Ainsi, les compleggsline D/cdk4/6 séquestrent les protéines
p21 et p27 empéchant alors celles-ci d’'inhiberaleises complexes cyclines/cdks, et assurant
ainsi la progression des cellules a travers le ecyagllulaire. Les INK4 entrainent la

dissociation des complexes cycline D/cdk4/6 etrébéles CIP/KIP. Ces derniers sont alors
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disponibles pour inhiber les autres complexes notant les diméres cycline E/cdk2 et
cycline A/cdk2 (Sherr 2000). L'augmentation d’exgs®n des INK4 entraine I'arrét du cycle
cellulaire dépendant de I'hypo-phosphorylation de(fRyure 5).

Les protéines pl6 et pl5 sont également impliguEes l'induction de la sénescence.
Observée pour la premiere fois en 1965, la sénescest tout d’abord décrite comme le
nombre limité de division que peut effectuer undute en culture (Hayflick 1965). Le
raccourcissement des télomeéres constitue la premédplication a I'activation de la
sénescence réplicative des cellules en culturddiddrutcher et al. 1990). Les téloméres sont
de courtes ségquences répétées, qui protégentttésnédes des chromosomes. La télomérase
assure le renouvellement de ces extrémités lordadeeplication grace a son activité
catalytigue « Telomerase Reverse Transcriptase RTTEI'Adda di Fagagna, Teo et al.
2004). Cependant, la plupart des cellules nornaiesentent une activité TERT trés faible ne
pouvant empécher le raccourcissement des télom@fasutomi, Yu et al. 2003). La
sénescence est donc une réponse physiologique delllde a la présence de signaux
prolifératifs trop importants. A la différence dégoptose qui induit une destruction
cellulaire, la sénescence correspond plutdt a tét definitif du cycle cellulaire sans pour
autant stopper l'activité métaboliqgue de la cell(idd Leonardo, Linke et al. 1994). Les
cellules restent viables méme apres une longued®de culture, mais aucune division n’est
observée.

Les cellules sénescentes présentent une expredsig@enes caracteristiques. Ainsi, deux
inhibiteurs clés du cycle cellulaire p21 et pl6tserprimés par les cellules sénescentes
(Mason, Jackson et al. 2004; Jackson and Pereiihr-3006). Ces deux protéines participent
a l'inhibition de la tumorogenése contrdlée respeatent par p53 et pRb. Ces deux voies de
signalisation sont impliquées dans l'arrét du cycHdlulaire caractéristigue des cellules
sénescentes. La protéine p21 est directement eghait p53, permettant I'inhibition de la
progression du cycle cellulaire en inhibant les plaxes cyclines/cdks (Jackson and Pereira-
Smith 2006) alors que l'activation de p16 resteoemenal comprise.

L’activation de la protéine Ras suite a une adiwvaprolongée par un mitogéne ou du sérum,
induit la transcription de pl6. En effet, I'activat de la voie Raf-MEK-ERK entraine la
phosphorylation et I'activation de facteurs de $@iption ETS2 responsable de la régulation
du promoteur du géne INK4 (Ohtani, Zebedee ett)1p Le locus INK4/ARF est également
inhibé par la protéine Bmi 1. Cette protéine fattg d’un complexe multiprotéique appelé
Polycomb group (PcG) PRCL1. Elle participe a I’hnétéromatinisation de I’ADN ainsi qu’a

I'inactivation de nombreux genes. Le gene Bmi 1réptimé par p53 au cours de la mise en
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place de la sénescence permettant ainsi I'express@ pl6 (Guney, Wu et al. 2006).
Parallelement, les kinases de stress p38 limitemedaction de Bmi 1 en avec I'ADN
(Voncken, Niessen et al. 2005). D’autre part, laakie p38 réprime un inhibiteur de p16, le
facteur 1d1 (Kang, Chen et al. 2003). L'activatibes kinases de stress et I'inhibition de Bmi
par p53 participent a I'activation de p16. L'actiea de pl6 se traduit par l'inhibition des
complexes cycline D/cdk4/6 et 'absence de phospaton de Rb. D’autre part, Rb bloque
les génes de la phase S via le recrutement de tlaylménsférase Suv39H favorisant ainsi
I'hétérochromatinisation de ces genes par méthylade la lysine 9 de I'histone H3 (Nielsen,
Schneider et al. 2001). Ainsi ces genes sont irdapal’étre activés méme en présence de
signaux prolifératifs, induisant un arrét définié la prolifération cellulaire. La figure 6 qui

suit représente le schéma d’activation de la sé@nescpar un oncogéene.

pS53
p2l
Complexes
cyclines/cdk
Hétérachromatinisation An;':ltﬂ:igcle
Seénescence

Figure 6 : Activation de la sénescence par les géices comme Ras.

L'activation d’oncogénes comme Ras induit I'activatide p38 et de p53. La protéine p38 active laépretpl6
en inhibant son répresseur Id1. Parallelemenirdlibe également de fagcon indirecte Bmi, un inhibitgu géne
de pl6. La protéine pl6 ainsi synthétisée et &abilinhibe la kinase cdk4 entrainant I'arrét daeygellulaire
par hypo-phosphorylation de pRb. La protéine p53uiinth protéine p21 qui peut alors inhiber les esitr
complexes cyclines/cdks. Parallélement, pRb permat nhéthylation de [FI'ADN entrainant son
hétérochromatinisation. L'arrét du cycle cellulaaimsi que la condensation de 'ADN constitue urerque

essentielle des cellules sénescentes (Campisi Addaldi Fagagna 2007).

Au cours de l'oncogenése, les différents genesrsesppurs de tumeurs coopeérent afin de

limiter I'apparition des tumeurs et induisent diféts programmes de mort cellulaire comme

31



I'apoptose et la sénescence. L'inactivation dessgesuppresseurs de tumeurs associée a la
suractivation des oncogénes est donc un élémerntedsdu développement tumoral.
Cependant, le taux de mutation d'une cellule ne béenpas suffisant pour expliquer
'accumulation d’autant d’erreurs au niveau desegecellulaires. D’autre part, de hombreux
oncogenes ne présentent pas de mutation mais werpsession due a une amplification
génique parfois en de multiples copies, le géneambgour I'oncogéne N-myc est par
exemple amplifié dans les neuroblastomes. De @rtgioes cellules tumorales présentent des
caryotypes profondément altérés. L’accumulation nagtations ne constitue pas le seul
processus associé a la tumorogenése et l'instalgéhétique est proposée comme un des

processus associé a la progression tumorale

I.2.Instabilité génétique et progression tumorale

L'instabilité génétique est issue de 'incapaciés dellules a transmettre une copie intacte de
leur génome lors de la division cellulaire. Elleupétre subdivisée en deux catégories,
I'instabilité chromosomique ou CIN et l'instabilir@icrosatellite MSI (Rajagopalan, Nowak
et al. 2003)

[.2.a L'instabilité microsatellite MSI

L’instabilité microsatellite MSI correspond a larfgede bases au niveau de courtes séquences
répétées, les séquences microsatellites, et joudlenimportant dans le développement de
plusieurs cancers. La MSI est principalement dikaldsence de certains processus de
réparation (Kolodner 1995; Modrich 1997) Elle paperait notamment au développement de
15% des cancers colorectaux sporadiques (Bolandpd®au et al. 1998). La modification du
systéme de réparation des mésappariements (Mismggelr, MMR) se traduit par la perte
d’activité des genedlLH1, MSH2, ou PMS2, par introduction de mutatiamactivantes dans

la séquence codante ou hyperméthylation du promdesigéenes.

La simple inactivation des genes de réparationtrpes suivie de la transformation des
cellules, d’autres mutations sont nécessaires pourapparaitre des tumeurs. Ces mutations
du systtme MMR favorisent en revanche [l'apparitidlautres mutations a un taux
extrémement rapide, entrainant la canceérisatioccedecellules. Des mutations du récepteur de
type 2 du TGB sont retrouvées lors de cancers colorectaux as#oone MSI (Akiyama,

Iwanaga et al. 1996; Samowitz and Slattery 1998s MSI sont également associées a
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l'inactivation de Bax, protéine pro-apoptotique ke famille de Bcl2. La présence de
mutations de Bax semble favoriser I'apparition dascers présentant une MSI, indiquant que
I'existence de mutations dans ce gene est de plusais pronostic pour les patients (lonov,

Yamamoto et al. 2000).

[.2.b L'instabilité de type chromosomique CIN

L’instabilité de type chromosomique CIN se maniegplr des aberrations du caryotype,
comprenant des altérations du nombre de chromosomaés €également de leur structure
(Zhivotovsky and Kroemer 2004).

L’instabilité chromosomique de structure résultaurd’défaut d’activation de protéines
participant a la détection des dommages de I'ADdnme ATM/ATR, Chk1/Chk2. Le réle
de ces kinases sera développé dans un prochaiitreh&j réparation des dommages induit
également des réarrangements chromosomiques poenviaaiiner une instabilité de structure.
La réparation des altérations de ’ADN est asspa¥eplusieurs systemes de réparation : pour
les altérations spontanées, le systeme de répajadioexcision de base (BER) et le systeme
de réparation des mésappariements (MR); pour letatioos induites par des agents
exogenes, le systeme de réparation par excisiomdéotide (NER), le systéme de réparation
par jonctions des extrémités non homologues (NHE®Nfin la recombinaison homologue
(HR). Ces deux derniers processus de réparatioretHN®EJ, sont associés a I'apparition de
I'instabilité chromosomique de structure et somisgntés dans la figure qui suit.

La détection des extrémités libres de I’ADN, dles eassures doubles brins, dans le systéme
de réparation NHEJ est réalisée par I'hétérodirkeréd-Ku80. Celui-ci recrute la sous unité
catalytigue des kinases dépendantes de I'ADN, D& permettant alors le recrutement
d’autres protéines au niveau du site de la lédidretérodimére XRCC4-ligase IV relie les
deux extrémités de '’ADN double brin en une setdgé (Valerie and Povirk 2003). Ainsi, le
NHEJ induit la ligature des brins d’ADN avec pertis séquence (Chu 1997). Malgré sa
faible fidélité et I'introduction de microdélétionse systeme extrémement rapide prédomine

pour la réparation des cassures doubles brinsldamgllules de mammiféres.
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Figure 7 : Systemes de réparation des cassuresedorith par recombinaison homologue (HR) et joncides
extrémités non homologues (NHEJ).

Malgré lintroduction de microdélétions et sa faibiidélité, le systtme NHEJ est le principal mésama
permettant la réparation des cassures doubles dein#ADN tout au long du cycle cellulaire. Le siste de
réparation par recombinaison homologue est quéarnittéés fidele mais n’a lieu qu’aprées la réplicatiet induit
des translocations. Le complexe MRN, constitué det®mes Mrell, Rad51 et Nbsl participe a I'actoratie

la recombinaison homologue. Son implication darsytgéme NHEJ semble moindre (Lobrich and Jegg®)200

Le systeme de réparation par HR est quant a lgi fidele mais n'a lieu qu'aprés la
réplication. La détection de la breche est assorgmr le complexe nucléase MNR composé
des protéines Mrell-Rad50-Nsbl. Rad52 génére defmetés simple brin qui sont alors
prises en charge par Rad51 et BRCA2. Rad54 eserégal recruté et s’associe a la
chromatide sceur présentant la séquence homologuessadre a la recombinaison. Les
protéines Rad54 permettent de dérouler la doublech@u niveau de la chromatide soeur afin
de permettre la recherche d’homologie. Une ADN palyase et une ADN ligase comblent
ensuite la breche, puis les jonctions sont ensédiparées grace aux endonucléases Eme-1 et
Mus 81 (Lobrich and Jeggo 2007). Le systeme HRyitnitéchange de matériel génétique
d'un chromosome a un autre, et un défaut de soctilomement peut donc étre impliqué

dans l'instabilité chromosomique structurale.
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Plusieurs syndromes humains se caractérisent parélsence de mutations au sein des
protéines impliquées dans ces systemes de réparaticont présentés dans le tableau qui
suit. Les patients porteurs de ces mutations dppeltt un nombre anormalement élevé de

tumeurs confirmant le role de ces systemes dam®isention de la tumorogenese.

Tableau 1 : Exemples de syndromes humains associés instabilité chromosomique de structure.
(Shiloh 2003).

Syndrome Phénotype Géne muté

ataxia telangiectasia (AT) Retard mental,tumeur, radiosensible, chromosome instable | ATM

ataxia telangiectasia-like disorder | Retard mental, tumeur, radiosensible, chromosome instable | MREL1

Nijmegen breakage syndrome Retard mental, tumeur, radiosensible, chromosome instable | NBS1
bloom syndrome Vieillissement et tumeur précoce, chromosome instable BLM
werner syndrome Vieillissement et tumeur précoce, chromosome instable WRN
Rothmund-Thomson syndrome | Vieillissement et tumeur précoce, chromosome instable RECQL4

L’instabilité chromosomique de nombre est die quastle, a un défaut de fonctionnement
du point de contréle du fuseau mitotique (Zhivotgvand Kroemer 2004). La progression
mitotique et la séparation des chromatides sceumscamtrolées par I'ubiquitine ligase E3
APC/C (Anaphase Promoting Complexe/Cyclosome), ehstituent une barriere au
développement de linstabilité chromosomique. Lilatd de APC/C nécessite la présence de
cdc20 pour la reconnaissance des différents swhstr@e complexe cible plus
particulierement la cycline mitotique B et la séoar(Peters 2002). Ainsi, la dégradation de
la sécurine meéne a l'activation de la séparase latsééparation des chromatides sceurs. La
dégradation de la cycline B méne quant a ellerdnikiition de I'activité de cdkl et initie la
sortie de mitose. Ces événements protéolytiquescammrélés par un ensemble de protéines
permettant de prévenir les cellules d’'une mauvaéparation des chromatides sceurs
(Musacchio and Hardwick 2002). Le signal détectés Ide ce point de contrble est
I'attachement des chromosomes aux microtubuled’ipéermédiaire des kinétochores. En
effet, apres la réplication, les chromosomes sonstitués de deux chromatides sceurs unis au
niveau de leurs centroméres par la cohésine. DUeamirométaphase, les chromosomes
s’attachent au réseau de microtubules emmenancel@sosomes par l'intermédiaire des
kinétochores fixés au niveau des centromeres.disoh directe, au niveau des kinétochores,
de la protéine CENP-E a son partenaire BubR1, exdimctivité kinase de ce dernier

permettant alors le recrutement de Madl et Mad2o(Msborieu et al. 2003). Le complexe
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BubR1-Mad2 s’associe a cdc20 et le séquestre, drap€alors 'activation de 'APC/C et la

dégradation par ubiquitination de la cycline B eta sécurine (Sudakin, Chan et al. 2001).

Prométaphase

Metaphase

Anaphase

m Cohésine

0 Kinétochores

B Prométaphase

Anophase

Figure 8 : Point de contr6le du fuseau mitotique.

A. Conditions normales. Lors de la prométaphasepk@sine retient ensemble les deux chromatidessséesr
chromosomes ne sont pas tous attachés aux mictesubmanant des centrosomes. Les kinases BubR1 &t Mad
sont donc actives et séquestrent cdc20. En métapluaisque tous les chromosomes sont alignés suladpe
équatoriale, la liaison entre les kinétochoresestrhicrotubules inhibe I'activité kinase de BubRMeid2 qui
liberent alors cdc20 et activent I'ubiquitine liga8PC/C. Celle-ci libere alors la séparase de larséxzuLa
séparase dégrade la cohésine et libére les deamalides sceurs.

B. Déficience du point de contrble du fuseau mitatiglans les cancers. Les mutations des protéinpsidude
contrdle du fuseau mitotique entrainent 'activatiwématurée d’APC/C cdc20 s’accompagnant d’une aiaev

séparation des chromosomes lors de I'anaphase (Mégaver et al. 2005).
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Lors de la métaphase, toutes les chromatides sseuntsattachées par I'intermédiaire des
protéines CENP-E du kinétochore au réseau de rolmntgs. Ceci se traduit par la perte
d’activité kinase de BubR1 et la libération de Mat& complexe APC/C cdc20 n’est donc
plus inhibé et dégrade la sécurine lors de 'ansgphlba séparase se retrouve libre et dégrade
alors la cohésine au niveau des centromeres demobBomes aboutissant a la séparation des
chromatides sceurs. L’ensemble de cette régulasioprésenté dans la figure 8 A.

Ce point de contréle est donc essentiel pour lastrassion parfaite de deux lots de
chromosomes rigoureusement identiques aux deuxdelilles lors de la mitose. En absence
d’attachement correct des chromosomes a chaqueotobcle, la séparation des
chromosomes et la sortie de mitose normale soribéel en partie grace a I'activation de
BubR1, Mad2 et Bubl qui maintient alors 'APC/C soiorme inactive et permet au
complexe cycline B/cdkl de rester actif. Les cebusortent alors prématurément de la mitose
au moment de la transition métaphase/anaphasdfdtne complexe cycline B/cdkl actif est
capable d’'induire directement la perméabilisatienlal mitochondrie en phosphorylant Bad,
déstabilisant ainsi sa prise en charge par la ip@t&4.3.8 (Konishi, Lehtinen et al. 2002).
La protéine proapoptotique Bad est alors transleguda mitochondrie ou elle active les
protéines proapototiques de la famille de Bax dagonise les protéines antiapoptotiques de
la famille Bcl2 (Debatin, Poncet et al. 2002). Leogramme apoptotique est alors induit
indépendamment de I'activation de p53 (Letai, Bassial. 2002). L’activation prolongée du
dimere cycline B/cdkl peut également induire deofiagndirecte I'activation de p53 et
entrainer la transactivation des génes proapoptgidPuma, ou Bax. Cette induction de
'apoptose survenant lors de la mitose est appedd@strophe mitotique et sera développé
dans un prochain chapitre.

Des altérations des protéines directement implisjudens le point de contréle du fuseau
mitotique sont a l'origine de I'instabilité chronmsique (figure 8 B). En effet, des altérations
d’expression de protéines du point de contrdle ukedu mitotigue comme Mad2, BubR1,
Bubl Bub3, Madl et Mpsl ont été reportées dansepitsstumeurs et lignées cellulaires
(Grabsch, Takeno et al. 2003; Shin, Baek et al3p0D’autre part, des mutations germinales
Bubl sont retrouvées dans des cas de cancersdamilCes mutations localisées pour la
plupart dans le domaine kinase de la protéine axitécertainement sa fonction dans le
contréle de la séparation des chromosomes et aetéesent par la présence de cellules au
caryotype profondément altéré et survenant chefafe sous forme de rhabdomyosarcome et
de leucémie (Hanks, Coleman et al. 2004). De plnsctivation du géne de BubR1 ou de
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son activité kinase entraine des aberrations chsommues avec des pertes de chromosomes
entiers (Kops, Foltz et al. 2004).

Enfin, des mutations somatiques ont aussi été n@eedvidence au niveau des séquences
codantes des genes de Mad2, BubR1, Bubl et Madis(Rteaver et al. 2005). L’'effet de
ces mutations sur la régulation du point de coetdll fuseau mitotique reste encore a
déterminer, a I'exception d'un des mutants de Mé&bdukasaki, Miller et al. 2001). Ce
mutant semblerait moins capable d’'induire le pdatontrdle du fuseau mitotique et pourrait
donc entrainer une altération de la séparatiorcilesnosomes.

Ainsi, le défaut de fonctionnement du point de odlet du fuseau mitotique entrainant une
mauvaise séparation des chromosomes, peut-étre tlem processus menant au

développement de tumeurs aneuploides a forte itiga®nétique.

Une étude récente semble montrer I'existence d’'signature protéique associée a
I'instabilité chromosomique de nombre. La plupags djénes appartenant a cette signature
sont des kinases mitotiques régulant le cycle duresome comme Aurora A ou encore
Nek2, mais également des protéines régulant la dtom ou la stabilisation du fuseau
mitotigue comme Aurora B, ou encore TPX2. La sureggion de ces protéines est associée a
un mauvais pronostic clinique dans les tumeurseptésit une instabilité chromosomique
(Carter, Eklund et al. 2006). Il semble donc quekimases mitotiques jouent un rble essentiel
dans le contréle de l'instabilité génétique. L’'adsitité des microtubules et I'amplification des
centrosomes sont également proposés comme un dEESpUS pouvant mener a

I'aneuploidie.

Il Les kinases mitotiques

Le cycle cellulaire est divisé en deux étapes ssices, I'interphase et I'étape de division. Il
présente une durée variable selon les types dedlslatudiés. L'interphase est la période du
cycle cellulaire permettant aux cellules de préplenr division. Elle se caractérise d’'un point
de vue morphologique par un accroissement du volgthelaire, correspondant a la phase de
duplication de I'ADN. Lors de la mitose, le matérignétique ainsi répliqué peut alors se
répartir de facon équivalente entre les deux adlilles.

L’interphase est classiquement découpée en plesphases GO, G1, S, G2 et présente peu de
modifications morphologiques. La phase GO (Gapuwplwase quiescente ne fait pas vraiment

partie du cycle cellulaire. Elle correspond entedfeine période de veille cellulaire réversible,
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pendant laquelle la cellule attend l'arrivée denaigk extérieurs. La plupart des cellules
différenciées constituant les tissus d’un organiachdte se trouvent dans cette phase. Lors de
'arrivée d’'un mitogene, l'entrée en phase G1 (GHp n'induit aucune modification
morphologique. Néanmoins, cette phase est indigpémsau bon déroulement du cycle
cellulaire. Au cours de cette phase, la cellulespds point de restriction (R) a partir duquel la
cellule est irréversiblement engagée dans le cyClette étape permet également la
préparation de la réplication. Les protéines néiess a la duplication de la molécule
d’ADN, comme I'ADN polymérase sont synthétisées. dugplication de 'ADN a lieu au
cours de la phase S (Synthese). Ce mécanisme eagd@rgatif associe a chaque brin parental
un brin néosynthétisé assurant ainsi la transnmmss$él'information génétique. La phase G2
(Gap 2) du cycle cellulaire prépare la cellule &gare division. La plupart des protéines
nécessaires a cette étape sont alors synthétsgas)e certaines protéines histones ou les
protéines du centrosome. La répartition des chromes dupliqués dans les deux cellules
filles grace a la formation du fuseau mitotiquefaié au cours de la phase M (Mitose), et
correspond a une phase ou de nombreuses modifisatiorphologiques sont observables.

II.1 Les différentes étapes de la mitose et leecyel centrosome

A ".‘I o
Ry

Interphase Prophase Prométaphase

Métaphase Anaphase

Figure 9 : Evolution de I'observation des cellubgsmitose.

A. Dessin de cellules en mitose réalisé par Walteming en 1882, A a C cellules en prophase ; Déeljles
en métaphase ; G et H cellule en anaphase, | edhutélophase et cytokinése ; J réseau de micilewtors de
I'anaphase (Rieder and Khodjakov 2003)

B. Observation de cellules Hela en mitose par imrfluamescence, en rouge réseau de microfilamentgidsg
en bleu I'ADN et en vert le réseau de microtubules.

http://www.lifesci.utexas.edu/faculty/sjasper/imsfe.5.jpg
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La division cellulaire constitue la derniere étahecycle cellulaire. Elle méne a la synthése
de deux cellules filles a partir d’'une seule cellmere. Les premieres descriptions de cellules
en division de Walter Flemming datent de 1882 att doasées sur les modifications
morphologiques du cytoplasme et du noyau des esllul’ensemble de ces modifications
morphologiques a permis de définir plusieurs phakes de la mitose : prophase,
prométaphase, métaphase, anaphase, télophaselkétége, observables dans la figure 9.
Toutes ces phases sont mises en place et se socagdee a I'existence d'une entité
indispensable, le centrosome. Chez les vertébrés,cadntrosome est une organelle
intracellulaire d’environ 1um de diamétre. |l estposé d’'une paire de centrioles orientés
perpendiculairement I'un par rapport a l'autrejé®lpar des fibres protéiques. Cette paire de
centrioles est entourée d’une matrice protéiquegeétriolaire (PCM). Chaque centriole est
constitué de neuf triplets de microtubules organes® un tube cylindrique. Un des centrioles
présente une extrémité avec des appendices supphime et se nomme centriole maternel,
ou parental, tandis que l'autre est appelé certfitd. Il constitue le centre organisateur des
microtubules (MTOC) et le lieu de nucléation descnotubules dans les cellules de
mammiféres (Doxsey 2001). Durant la mitose, il ieslispensable pour la formation du
fuseau bipolaire fonctionnel. Cependant, plusiekéttedes montrent que les chromosomes
semblent étre capable d’induire eux-mémes la ntioléat la croissance des microtubules en
absence de centrosomes et de kinétochores (Dogtdfelix et al. 1996) Bien que les
centrosomes ne soient pas indispensables a latiomdu fuseau mitotique, ces organelles
influencent le nombre de pbles mitotiques forméargénti and Vernos 2001).

Les centrosomes se dupliguent pendant I'interppas®éme temps que I’ADN et se séparent
en mitose de maniére identique aux chromosomeg(RB§2). Le cycle du centrosome peut
donc étre divisé en plusieurs étapes : duplicatieaturation, séparation (Meraldi and Nigg
2002). Le mécanisme de duplication des centros@stesemi conservatif et reste encore mal
connu. En fin de phase G1, la duplication des t#ef est stimulée par l'activation des
complexes cycline E/cdk2 et cycline Alcdk2. En gffees complexes phosphorylent la
nucléophosmine B23 qui est alors éliminée des iodedr entrainant linitiation de la
duplication (Okuda, Horn et al. 2000). La duplioatides centrosomes est synchronisée avec
l'initiation de la duplication des chromosomes. haturation des centrosomes fait intervenir
les protéines de la famille des Plk1l, Aurora et /N&WA, dont les fonctions seront
développées plus tard dans ce manuscrit, et cermistecrutement de complexes protéiques

d’anneaux dey-tubuline, lesy-TuRCs g-tubulin ring complex) (Zheng, Wong et al. 1995).
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Les deux centrosomes se séparent lors de la item&R/M et se localisent aux pbles opposés
de la cellule lors de la prophase. lIs formeroosghrd le fuseau bipolaire.

Récemment Pines et Rieder ont suggéré une nousdegivision de la mitose (Pines and
Rieder 2001). La description de la mitose baséequament sur les modifications
morphologiques de la cellule leur semble inappemde nos jours. La comparaison de cette

nouvelle méthode de description de la mitose e&stgmtée dans la figure 10 suivante.

Phase &2 Prophase Prométaphase Métaphase | Anaphase Télophase Gl

DO

Transition 1 — . - : .
APC/C cdc20 >t APC/C cdhl ,

— Cycling A/cdk —— <« Cycline B/cdkl >
+«— Plk1 NIMA Aurora A et B >
<+ Mad/Bub -~

- Cohésine —

Figure 10 : Comparaison des phases traditionnedlda thitose et des différentes transitions propopée Pines
et Rieder.

L’ensemble des modifications cellulaires observébgz les vertébrés, utilisées habituellement paur |
description de la mitose, ainsi que les différa@tpulateurs apparaissant au cours de la mitose égatement

représentés (Pines and Rieder 2001).

Certaines de ces modifications observées lors dettsse ne semblent pas s’appliquer a tous
les étres vivants. Chez certains organismes, pampbe cheZ.eishmania, la condensation
des chromosomes n’est pas observable au microsbiguatre part, chez certaines algues et
champignons, I'enveloppe nucléaire ne disparait gproposent donc de définir la mitose
en cing transitions caractérisées par I'apparitienl’activité de différents régulateurs, en
particulier 'apparition des cyclines/cdks, desdsas mitotiques et de 'APC/C. La premiere
transition ou antéphase correspond a la fin dénéesg@ G2 et au début de la prophase avant la
condensation des chromosomes. Le complexe cycliogka, les protéines Aurora A et Plk1
sont alors activées. La transition 2 corresporidriarée en mitose de facon définitive. Elle est

caractérisée par l'activation de cycline B/cdklleerupture de la membrane nucléaire. La
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troisieme transition correspond parfaitement prtamétaphase. C’est une phase de contréle
qui se traduit par l'activation de APC/C cdc20 at pattachement des kinétochores sur les
chromosomes. Ce point de contréle est caractéaségttivation de BubR1 et Mad2, et est
indispensable au bon déroulement de la séparaéisrcldfomosomes. La transition 4 s’étend
du début de la métaphase au milieu de I'anaphasmretéspond a la dégradation de la
sécurine par I'APC/C cdc20, amenant a la séparafiem chromatides sceurs de chaque
chromosome. La cycline B est également rapidemémuite. La transition 5 correspond au
retour a l'interphase, 'APC/C cdc20 est remplacédégradé par APC/C cdhl qui prend alors

en charge Aurora A, B ou encore PIk1.

1.2 Les protéines kinases régulant la mitose

Les cing transitions mitotiques sont contrdléesypagrand nombre de familles de protéines,
dont les activités sont interdépendantes et treégestt dérégulées dans les cancers présentant
une instabilité génétique. Le déroulement de laoseit est associé en premier lieu
spécifiguement a l'activité kinase cdkl, mais d‘asitprotéines kinases contrblent également
la progression des cellules en mitose : les pretedu point de contréle mitotigue BubR1 et
Bubl, les protéines kinases de type Polo (Polo-Kikeses, PIks), les protéines kinases de
type NIMA et enfin les protéines kinases Aurora.

Il.2.a Le complexe MPF : cycline B/cdkl

L’induction de I'entrée en mitose est essentiellenrégulée par le complexe cycline B/cdkl.
Ce complexe fut tout d’abord identifié dans les ©ald xenope comme un facteur capable
d’'induire leur maturation, d’'ou sa premiére dénamion MPF (Maturation Promoting
Factor). Il initie la formation du fuseau mitotiquen phosphorylant des protéines du
centrosome et permet la disparition de la membraméaire en phosphorylant les lamines
nucléaires (Dessev, lovcheva-Dessev et al. 1991).

La cycline B est synthétisée en fin de phase S.ARNKM semble également étre stabilisé en
fin de G2. Le dimeére cycline B/cdkl a servi de mledaour I'étude de la régulation post-
traductionnelle de I'activation des complexes c¢yedicdks par les kinases CAK (CDK-
activating kinase) et Weel/Mytl ainsi que les phasgses cdc25. Le complexe CAK
phosphoryle la thréonine 161 de cdkl et les thr@amiéquivalentes des autres cdks. Les

kinases Mytl et Weel phosphorylent respectivenzetitrEonine 14 et la tyrosine 15 de cdk1.
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Ces deux phosphorylations inhibent l'activité kimade la protéine et empéchent I'entrée
prématurée en mitose. L’activation des complexeesate donc la déphosphorylation des
résidus 14 et 15 par une famille de phosphatadeg5é\, B et C (Coqueret 2002).

En plus des modifications post-traductionnelles ataxt I'activation du MPF, il existe
également une régulation de la localisation de ompiexe. La plupart des cyclines
apparaissent dans le noyau des cellules et y demgusqu’a leur dégradation. La cycline B
apparait dans le cytoplasme mais est transloquée [anoyau au début de la mitose
(Hagting, Karlsson et al. 1998; Yang, Bardes €1998).

Lors de l'entrée en mitose, la phosphorylation dengosants importants de la structure
cellulaire entraine des modifications de l'architee de la cellule. Le complexe cycline
B/cdkl participe a ces nombreuses transformatioaslimére modifie par phosphorylation le
réseau microtubulaire, les microfilaments d’acehées lamines nucléaires (Lamb, Fernandez
et al. 1990; Dessev, lovcheva-Dessev et al. 198tk il phosphoryle Eg5 (Blangy, Lane et
al. 1995), une kinésine impliquée dans I'établissetrdu fuseau bipolaire permettant la
formation du fuseau mitotique. Il phosphoryle aussilamines nucléaires participant alors a
la disparition de I'enveloppe nucléaire (Peter, &zdwa et al. 1990; Dessev, lovcheva-
Dessev et al. 1991). En fin de mitose, le dimerelimg B/cdkl est pris en charge par le
systéme ubiquitine ligase, permettant la dégradatm® la cycline B et le recyclage de cdkl.
L’ensemble de cette régulation est présenté ddiiguiee 11 suivante.
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Figure 11 : Régulation de la transition G2/M et’detlvité de cycline B/cdk1.
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[1.2.b Les protéines kinases de type Polo, Plks

Ces protéines, localisées a la fois au niveau dtrasome, du fuseau mitotique et de I'anneau
de cytokinese, semblent jouer un réle importansdartycle du centrosome, ainsi que dans la
formation du fuseau mitotique bipolaire et la sé@tian des chromosomes.

Cette famille de sérine/thréonine kinases fut mése évidence chez des mutants de
Drosophila melanogaster (polo) et Saccharomyces cerevisiae (cdc5)ne pouvant effectuer une
division mitotique correcte (Sunkel and Glover 19B&ada, Johnson et al. 1993). Il existe
chez les mammiferes quatre protéines Plks (Plkk2,PPlk3 et Plk4) présentant une
architecture identique. Comme beaucoup d’autregimes du cycle cellulaire, les Plks sont
régulées par phosphorylation. Chez les vertébegphbsphorylation d’'un résidu thréonine
conserveé de la boucle T entraine son activatioedgtiine 210 chez 'lhomme) (Jang, Ma et al.
2002). Des études chez le xénope monti@ntitro, que ces phosphorylations peuvent étre
attribuées a la protéine kinase A et a Plkkl (Hi&kkinase kinase 1) (Ellinger-Ziegelbauer,
Karasuyama et al. 2000; Kelm, Wind et al. 2002)tirEren sortie de mitose, les Plks sont
prises en charge par le complexe APC/C cdhl etadégs par protéolyse (Lindon and Pines
2004).

Chez les mammiferes, cette protéine participefaiaa la transition G2/M mais également a
la ségrégation des chromosomes et la cytokinésmsemble des fonctions de la kinase Plk1
est illustré dans la figure 12 qui suit. PIkl papge a la maturation des centrosomes en
favorisant le recrutement getubuline et en augmentant ainsi le phénoméne dation des
centrosomes (Lane and Nigg 1996). PIkl module éuaié le recrutement de protéines au
niveau des centrosomes. Une fois phosphorylée fdr, R protéine NIpl (Ninein like
protein) se dissocie du centrosome probablement peumettre le recrutement d’autres
protéines comme lgsTURCs (Casenghi, Meraldi et al. 2003; Casenghir Bal. 2005).
D’autre part, Pkl participe a l'activation du colewe kinase essentiel a la mitose, le
complexe cycline B/cdkl. Plkl phosphoryle et activat d’abord cdc25C et entraine sa
localisation nucléaire (Toyoshima-Morimoto, Taniguet al. 2002). Plk1 phosphoryle aussi
la cycline B sur la serine 147 et favoriserait alaslocalisation nucléaire de cette derniére
(Toyoshima-Morimoto, Taniguchi et al. 2001).

Dans les cellules en mitose, Plk1 régule la séjparaies chromosomes et la cytokinése. Elle
est associée a la fois au fuseau bipolaire et métdchores, mais I'ensemble de ses substrats
n'est pas encore identifié (Arnaud, Pines et a@8)9Plk1 phosphoryle ainsi la cohésine sur

les sérines localisées au niveau des sites degelide la séparase et faciliterait ainsi sa
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dégradation par cette derniére (Alexandru, Uhimahmal. 2001; Sumara, Vorlaufer et al.
2002). De plus, PIk1 régule avec cdkl I'activité aimplexe APC/C (Brassac, Castro et al.
2000; Kraft, Herzog et al. 2003). Cette sérinetthide kinase contribuerait aussi a la
cytokinése en phosphorylant des protéines commepRIKMitotic Kinesin-like protein 2)
(Neef, Preisinger et al. 2003).
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Figure 12 : Fonctions de deux kinases mitotiqu&& Bt Nek2.

PIk1 participe a I'activation du complexe cyclinec81 en activant cdc25C. Le recrutement dg-fabuline
ainsi que de Nlp-1 participe a la maturation degrosomes. La phosphorylation de la cohésine etiVation
d’APC/C cdc20 participent a la séparation des chsumees lors de I'anaphase. Enfin, Plk1l participa a |
cytokinése en phosphorylant la protéine MKLp2.

Nek?2 participe a la séparation des centrosomesespporylant C-Napl, ainsi qu’'a I'établissementfulseau

mitotique en phosphorylant Hec-1.

La kinase PIk1 semble également étre impliqguée @ansnorogenese. Cette sérine/thréonine
kinase est surexprimée dans de nombreux cancet@nment dans le cancer colorectal
(Macmillan, Hudson et al. 2001; Takahashi, Sanal.€2003). et serait associée a un mauvais
pronostic dans les cancers colorectaux (Kneisedp8ardt et al. 2002; Weichert, Kristiansen
et al. 2005). D’autre part, sa surexpression desilbroblastes NIH3T3 entraine I'apparition

de tumeurs lorsque les cellules sont introduitessddes souris nudes. Cette surexpression
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serait également associée a une dérégulation @mretion du fuseau mitotique (Smith,
Wilson et al. 1997). Ainsi, son implication dans daparation des chromosomes et la
formation du fuseau mitotique bipolaire et sa spregsion dans de nombreux cancers sont
certainement corrélées a une forte instabilité mim@mmique et au développement de tumeurs
(Eckerdt, Yuan et al. 2005).

II.2.c Les protéines kinases de types NIMA, Neks

Cette famille de sérine/thréonine kinase constilneautre régulateur de la mitose. Elle
participe également a la séparation des centrosemasla formation du fuseau mitotique.
Une étude récente portant sur six tumeurs d’orgydiférentes montrent que cette famille de
protéine serait impliquée dans l'instabilité chr@omique de nombre (Carter, Eklund et al.
2006).

Les protéines NIMA ont été décrites pour la premi@is chez des mutants thermosensibles
d’Aspergillus nidulans incapables d’induire I'entrée en mitose, « nim »umpe& never in
mitosis » (Fry and Nigg 1995; Osmani and Ye 19@8)ez les vertébrés, on distingue onze
protéines s’apparentant aux protéines NIMA, Nekkllia protéine Nek2 semble étre la
protéine de la famille la plus homologue aux praéi NIMA et également la mieux
caractérisée. Il existe trois variants d'épissag@ldk2 notés Nek2A, Nek2B et enfin Nek2A-
T d’environ 48 kDa.

Pendant la phase G1, aucun des variants de Nels? aétectable. Cependant, lors de la
transition G1/S, une augmentation d’expression \dggnts est observée, qui se poursuit
jusqu’en G2. Alors que le taux de Nek2A diminueustesrapidement lors de la mitose, celui
de Nek2B reste constant et ne diminue qu’au débua gphase G1 suivante (Hames and Fry
2002). Ces variations d’expression lors du cyclailzére seraient le fruit du recrutement sur
le promoteur du géne de Nek2 de facteurs de trigtiser de la famille E2F (Ren, Cam et al.
2002). En effet, E2F4 serait un régulateur du giméek2 et permettrait I'inhibition de ce
gene en phase G1 grace au recrutement de protdinks famille Rb, p107 et p130. Des
études récentes montrent également que les protiieles seraient régulées par les facteurs
de transcription de la famille FoxM1 (Laoukili, Kistra et al. 2005). En effet, la
surexpression de ce facteur de transcription demgéllules d’ostéosarcome U20S entraine
une augmentation significative du taux dARNm dekRleAinsi, 'ensemble de ces résultats
suggerent que l'augmentation d’expression de Nekt2égulée par FoxM1 jusqu'en G2/M.

En phase G1, le gene serait inhibé par les facteutgpe E2F4.
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Cette sérine/thréonine kinase fait partie intégraht centrosome et participe a la régulation
de son cycle. L’ensemble des fonctions de la kilNede? est présenté dans la figure 12. Nek2
participe a la séparation des centrosomes en st diaphosphorylant notamment C-Napl
(Centrosomal Nek2-Associated Protein 1) (Fry, Magfoal. 1998). Cette protéine de 280kDa
participe a ['élaboration d’'un pont existant enties centrosomes en phase G2. La
phosphorylation de C-Napl par Nek2 déplace C-Naptehtrosome et la destruction de la
liaison entre les deux centrosomes permet ainsidéparation en début de mitose (Mayor,
Stierhof et al. 2000; Mayor, Hacker et al. 2002nfil;, Nek2 participe également a
I'élaboration du fuseau mitotiqgue. Nek2 phosphomyte protéine associée au centromeére,
Hecl (Highly Expressed in Cancer) (Chen, Rileyle2@02). Cette phosphorylation permet le
recrutement de Madl et Mad2, protéines du kinétachulispensables au point de contréle
du fuseau mitotique. Nek2 participe alors a la l&tipn de la ségrégation des chromosomes
et du point de contréle du fuseau mitotique (Loap*ét al. 2004).

Nek2 participe a la fois a la séparation des ceptres au début de la mitose et a la
ségrégation des chromosomes en fin de mitose. ,Asasidérégulation dans les cancers
pourrait favoriser [l'apparition de cellules présarit des caryotypes endommages

caractéristiques de l'instabilité génétique.

Il.2.d Les protéines kinases Aurora

La famille des kinases Aurora représente une afanaille de sérine/thréonine kinase
impliquée dans la régulation de la mitose. La digma protéique associée a linstabilité
chromosomique de nombre semble également impligaedinases Aurora (Carter, Eklund et
al. 2006). Ces kinases participent a la fois @&tpulation du cycle du centrosome et a la mise
en place du fuseau mitotique. La premiere kinasmwaufut décrite chez des mutants de la
drosophile (Glover, Leibowitz et al. 1995). Le pb8me de ces larves est assez
caractéristique et ressemble étrangement a uneeabooéale. La figure 13 suivante illustre
cette organisation.

Depuis, d’autres homologues ont été identifiés ctiéfErentes especes, notamment chez
Saccharomyces cerevisiae qui ne possede qu’une seule kinase de cette éanipll (Goffeau,
Barrell et al. 1996; Hunter and Plowman 1997). @maimbre deux kinases Aurora chez
Caenorhabditis elegans, et Drosophila melanogaster, ou encore chez le xénope, et trois pour
les mammiferes notés Aurora A, B et C depuis ldipation de Nigg 2001 qui proposa une

seule nomenclature pour I'ensemble de cette famille
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Figure 13 : Observation de cellules de cerveaures de drosophiles mutées sur Aurora A.

A. Fuseaux bipolaires normaux observés dans ldsleslde cerveaux de drosophiles sauvages pouére g
Aurora A en rouge I’ADN et en vert les microtubules

B. Fuseaux monopolaires observés au niveau dedesetle cerveaux de drosophiles mutées sur AuroenA,
rouge les chromosomes, en vert les microtubules.

C et D. Organisation des fuseaux monopolaires, enejdes centrosomes, en vert les microtubules @sJov
Leibowitz et al. 1995).

Chez 'Homme, elles sont codées par trois gendgrdifts : STK6 (appelé aussi STK15,
Aurora 2, AIK1, BTAK, et ARK1) code pour Aurora A est localisé sur le chromosomes 20
en q13.2-g13.3. Ce géene produit une protéine glacsdise ou niveau des centrosomes et des
pbles mitotiques de la cellule. Elle fat égaleméthibrigine de la découverte de cette famille
de sérine/thréonine kinase ; STK12 code pour AuBbrgAurora 1, ARK2 et AIK2) et se
localise en 17913 ; enfin, le dernier membre daraille, STK13 code pour Aurora C encore
appelée Aurora 3, AIE2, AIK3 et ARK3, et est losélien 19g13.3 (Nigg 2001).

Ces trois kinases présentent deux domaines, unidemagulateur en NH2 terminal et un
domaine catalytique en COOH terminal. Elles divatggans leur partie régulatrice mais
présentent un domaine catalytique trés conserv& @\ d'identité entre Aurora A et Aurora
B. Le domaine catalytique comprend une séquencealedtruction D et la partie NH2
terminale expose une séquence A, ou DAD, respomgiblla dégradation de ces protéines
par APC/C cdhl (Castro, Arlot-Bonnemains et al.2@rane, Kloepfer et al. 2004).

Les différences de structure des trois membre®tle famille de sérine/thréonine kinase sont

présentées dans la figure 14 suivante.
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Figure 14 : Structure des kinases de la familleofauchez 'Homme.

Les protéines Aurora A, B et C présentent un domeatalytique (en vert) et un domaine régulateurjgene).
Le domaine catalytique est trés conservé entrérdés membres de cette famille. L’autophosphorglatie la
thréonine dans la boucle d'activation ou bouclenTot{ff RxT) est indispensable a l'activation de liaité
kinase. La boite de destruction D (motif RxxL) laséé dans la partie carboxy-terminale catalytigee d
'enzyme permet leur prise en charge par le protéas Aurora A et B présentent une boite A ou DAD(t{fno
QRVL) responsable de la régulation de leur dégradat es pourcentages d'identité des kinases aiies et

leurs tailles sont également représentés (Keeayldr 2004; Marumoto, Zhang et al. 2005).

Malgré leur homologie de séquence et de struclesekinases de la famille Aurora présentent
une distribution subcellulaire trés différente (fig 15). Alors qu’Aurora A se localise dans le
matériel péricentriolaire depuis la fin de la ph&set jusqu’a la phase G1 suivante, Aurora B
reste nucléaire et colonise ensuite les centromé&igs régule a la fois I'alignement des
chromosomes et leur ségrégation. Alors que l'intwbid’Aurora A, chez la drosophile ou
dans les cellules humaines, est associée a I'agjgpad’'une morphologie anormale des péles
(Glover, Leibowitz et al. 1995; Marumoto, Honda at 2003), l'inhibition d’Aurora B
entraine un mauvais alignement des chromosomes @irgne cytokinése incomplete
(Tatsuka, Katayama et al. 1998; Adams, Maiato et28D1; Hauf, Cole et al. 2003)
impliquant ainsi ces protéines a la fois dans tulaion des centrosomes, la séparation des
chromatides sceurs et la cytokinese.

Aurora B fait partie des protéines passageres quiptent entre autres INCENP (Inner
Centromere Protein) et survivine (Terada, Tatsukaale 1998). Elle se localise plus
particulierement au niveau des centromeres desnwwsomes, de la prophase jusqu’a la
transition métaphase/anaphase (Kunitoku, Sasayana 2003).Elle se localise ensuite
durant 'anaphase au niveau de la partie centraldudeau mitotique, puis au niveau de
'anneau de division des cellules filles (Grunebhed¥gef et al. 2004)Des études montrent

également que la localisation d’Aurora B est dymaraidurant la mitose ; ainsi il existerait
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une partie cytoplasmique de cette protéine permtetta flux continu vers les chromosomes
(Murata-Hori and Wang 2002).

o .-
- n-.

Figure 15 : Observation par immunofluorescencedifé&rentes répartitions subcellulaires d’Auror@eAB dans

les cellules Hela.
En vert, Aurora A ou B ; en rouge I'’ADN ; barre 58crittori, Skoufias et al. 2005).

Aurora B participe tout d’abord a la régulationldeséparation des chromatides sceurs. Celle-
ci n'a lieu que lorsque chaque kinétochore estleatient attaché a un microtubule de chaque
pole du fuseau mitotique. Lorsque les kinétochemet attachés de facon bipolaire, Aurora B
phosphoryle et inhibe la protéine MCAK (Mitotic Gemere Asssociated Kinesin). MCAK
se localise au niveau des centroméres des chronegssen participe au mouvement de
congression des chromosomes ainsi qu’a la formatiorfuseau bipolaire. Elle évalue la
tension exercée par les microtubules sur les cmires des chromosomes. Si celle-ci n’est
pas équivalente de part et d’autre des centrom®8E€NK dépolymérise les microtubules
permettant ainsi a d’'autres microtubules de vefattacher sur les kinétochores libres
(Andrews, Ovechkina et al. 2004; Lan, Zhang e2@04; Ohi, Sapra et al. 2004ps auteurs
montrent que l'introduction de mutations au nivelms sites de phosphorylation de MCAK
augmente le nombre de chromosomes mal attachéphémotype identique est observable
lors de I'inhibition par RNAI d’Aurora B indiqguargue MCAK est un substrat clé de Aurora
B.

Aurora B régule également des protéines impliquises la condensation de la chromatine.
Elle phosphoryle I'histone H3 sur les sérines 12&turant la mitose et serait responsable de

la condensation de la chromatine (Goto, Yasui.e2@02). Des auteurs montrent aussi que la
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phosphorylation de H3 sur la sérine 10 serait nespiole de la dissociation de HP1 au niveau
de I'hétérochromatine des centromeres (Fischleng st al. 2005; Hirota, Lipp et al. 2005).
Le réle de HP1 lors de la mitose ne semble pasrer&acidé, néanmoins la dissociation de
HP1 pourrait décondenser la chromatine favorisamsi d’acces a d’autres protéines et
permettant la séparation des chromosomes (Mur¥ig@eault et al. 1999).

Aurora B régule également le point de contr6le ukeéiu mitotique. Des travaux récents ont
montré que le maintien de I'association de MadB@R1 avec les kinétochores nécessite
I'activité de Aurora B (Ditchfield, Johnson et @003). En effet, Aurora B est directement
impliqué dans le recrutement des protéines du &amétres comme Bubl, CENP-E, Bub3,
Madl et Mad2 (Vigneron, Prieto et al. 2004). Il &nait aussi qu’Aurora B active
directement le point de contréle du fuseau mitaidorsque les kinétochores ne sont pas

correctement attachés aux microtubules (Pinsky gkairal. 2006).
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Figure 16 : Fonctions d’Aurora B.

La protéine kinase Aurora B régule la condensatiess chromosomes en participant a la phosphorylatén
I'histone H3 sur la sérine 10. Elle régule égalemtatignement des chromosomes en plaque métaphasq

inhibant MCAK. Elle participe a la séparation desothosomes puisqu’elle régule le recrutement desimes

du point de contréle du fuseau mitotique. Lors @eytokinése, elle participe a la destruction dseaél de

protéines du fuseau central.

Enfin Aurora B est nécessaire a la cytokinése. pitlesphoryle plusieurs protéines dont les

filaments intermédiaires, comme la vimentine oud&smine, du corps intermédiaire, et
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d’autres protéines du fuseau (Goto, Yasui et aD32Kawaijiri, Yasui et al. 2003). En
phosphorylant ces substrats, Aurora B entraineardction du réseau de filament et permet
la séparation des deux cellules filles. Aurora @uté directement la cytokinese.

La kinase Aurora B est donc directement impliquaesdla séparation des chromosomes en
phosphorylant MCAK, et en activant directement pgstéines responsables du point de
contréle du fuseau mitotique lorsque les kinétoelare sont pas correctement attachés. Elle
régule également la condensation de la chromating@h®sphorylant I'histone H3. Elle
participe également a la cytokinese en phosphariganprotéines du corps intermédiaire. La
figure 16 illustre les différentes fonctions d’AuaoB. Sa dérégulation pourrait donc étre
associée a l'apparition de cellules multinuclééed ka formation de tumeurs présentant une

instabilité chromosomique.

Peu de données sont actuellement disponibles amartete troisieme membre de cette
famille de sérine/thréonine kinase, Aurora C. CGeillest découverte pour la premiere fois
dans le sperme de souris puis dans les ceufs (T<eingn et al. 1998). Bien que
particulierement exprimée dans les testicules, edteégalement détectée dans d’autres types
cellulaires. De plus, elle est surexprimée dansambreuses lignées cellulaires tumorales.
Son expression est faible durant I'interphase, iardjg@xpression est observé lors de la mitose
(Kimura, Matsuda et al. 1999). La régulation detecdtinase reste peu connue. Elle
participerait d’autre part, durant la spermatogenasla formation du fuseau méiotique (Hu,
Chuang et al. 2000). Elle se localiserait au niveas centrosomes de l'anaphase a la
cytokinése. Cependant une autre étude semble fiagébcier aux protéines passageres avec
Aurora B et INCENP, ou la survivine (Li, Sakasletaal. 2004; Sasai, Katayama et al. 2004;
Yan, Cao et al. 2005). Ainsi, comme Aurora B, laégg@lation d’Aurora C pourrait étre

impliquée dans la mauvaise séparation des chronmesstors de la méiose.
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Chapitre Il : La protéine Aurora A

La kinase Aurora A fOt découverte pour la premitois chez les mammiféres en 1994
comme le produit d’'un géne tres souvent amplifié@sdées cancers du sein et fut donc
nommeée BTAK (Breast Tumor Activated Kinase) (Tanriérkkonen et al. 1994; Sen, Zhou
et al. 1997). Aurora A fut ensuite retrouvée, e®5,9chez des mutants de la drosophile
incapables d’induire une mitose correcte, par Gl@teses collaborateurs (Glover, Leibowitz
et al. 1995). Depuis de nhombreux homologues ontlétéuverts dans d’autres especes, et le
terme Aurora A a été retenu pour nommer cette dlmyeotéine kinase. Bien que ne
participant pas directement a la cytokinese, Aufogarticipe en revanche a la mise en place
des poles et du fuseau mitotiques indispensaldes@paration des chromosomes.

| Expression et régulation d’Aurora A
l.1 Régulation de la synthese de TARNm d’Aurora A

Le géne de cette protéine est localisé en 20gl@¢ pour une protéine de 403 acides
aminés dont le poids moléculaire est estimé a KB& Les cellules proliférantes comme les
cellules embryonnaires ou germinales actives séatriches en transcrits de ce gene. D’autre
part, il existe une régulation transcriptionnelle ¢t géne au cours du cycle cellulaire. En
effet, les quantités d’ARNm et de protéine Auroradut trés faibles durant les phases G1 et
S de l'interphase. Elles atteignent ensuite urepiphase G2 et M puis disparaissent en fin de
mitose. L’activité sérine/thréonine kinase suitiéme profil d’activation (Kimura, Kotani et
al. 1997). La variation du taux dARNm est le frdiune régulation tres fine du gene mais
reste a I'heure actuelle mal connue. Il existeen du promoteur d’Aurora A deux éléments
régulateurs, un site Ets activateur et des siteE/CHR inhibiteurs (Cell cycle Dependent
Element/ Cell cycle genes Homology Region) (Tand#eda et al. 2002). Ces éléments
CDE/CHR assurent en partie I'oscillation de traimimon du géne durant le cycle cellulaire.
lls sont également retrouvés dans de nombreuxsaptoenoteurs comme celui de cycle A ou
encore cdc25C. Le facteur de transcription E4TFliesde fagon ubiquitaire au promoteur
d’Aurora A et permettrait une activation continue géne. Il serait cependant inhibé grace

53



aux éléments CDE/CHR. L’activation spécifique degéee lors de la phase G2/M serait dle
a l'arrét de cette inhibition (Tanaka, Ueda e2802).

1.2 Profil d’expression et localisation subcelluéade la protéine Aurora A

La localisation d’Aurora A dépend de la phase duleygellulaire dans laquelle est engagée la
cellule. Aurora A n'est détectée par immunofluosse indirecte que lorsque les
centrosomes sont dupliqués, c’est a dire a pagtiadin de la phase S jusqu’au début de la
phase G1 suivante, lorsque Aurora A est dégradate(fde, Descamps et al. 2002; Sugimoto,
Urano et al. 2002). Des expériences de photo-blarait montrent aussi qu’Aurora A est
rapidement renouvelée au niveau des centrosomes grdn pool cytoplasmique de protéines
(Berdnik and Knoblich 2002; Stenoien, Sen et alb3)0En fin de phase G2, elle se colocalise
avec lay-tubuline dans les cellules de mammiféres, inditjgarprésence dans le centrosome
(Gopalan, Chan et al. 1997; Kimura, Kotani et &97; Roghi, Giet et al. 1998). Enfin,
Aurora A reste associée aux centrosomes lors dertaation du fuseau bipolaire, mais
s’associe également un peu plus tard aux microtgbémanant des centrosomes, dans leur
partie proximale (Dutertre, Descamps et al. 2002).

La localisation d'Aurora A et les fonctions qui Bont associées reposent probablement en
grande partie sur les interactions de la kinase aes régulateurs ou ses substrats. La figure

suivante illustre la localisation d’Aurora A au ¢suu cycle cellulaire.

Interphase 62 Prophase Métaphase Anaphase Télophase

Sgm

Figure 17 : Localisation d’Aurora A au cours duleycellulaire.
Images d'immunofluorescence de cellules Hela tentées avec Aurora A-GFP, 'ADN est marqué au DAPI
(Fu, Bian et al. 2007).
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I.3 Régulation par modifications post-traductiohes|

Dans les cellules somatiques, la quantité de pr@t&urora A et I'activité kinase de I'enzyme
présentent un pic lors de la mitose. Cependants ¢k premiers cycles de division des
cellules embryonnaires, la quantité d’Aurora A eestiible alors que son activité kinase varie.
L'utilisation de ce modéle permettrait I'étude dactivation de cette protéine tout en
s’affranchissant des cycles de synthése et déguadate la protéine (Littlepage and
Ruderman 2002). Des études précédentes sur le xémbpermis de mettre en évidence que
I'activation de cette kinase dépendait de plusiept®sphorylations (Andresson and
Ruderman 1998). Trois sites de phosphorylationsétiidentifiés chez 'lhomme : la sérine
51, la thréonine 288 et la sérine 342 (figure 18).phosphorylation sur la sérine 53 du
xénope (équivalent a la sérine 51 chez 'homméd)caise dans la région NH2 terminale non
catalytiqgue de I'enzyme et empéche la dégradatotadgrotéine (Littlepage and Ruderman
2002).

La thréonine 288 se localise au niveau de la balieletivation et sa mutation abolit I'activité
kinase de I'enzyme. D’autre part, I'introductiorude mutation inactivante bloque la capacité
d’Aurora A a transformer les cellules en culturéaenhduire des tumeurs. Ceci suggére donc
qgue cet acide aminé est impliqué dans l'activatenl’activité kinase d’Aurora A (Walter,
Seghezzi et al. 2000).

Site de liaison Site de liaison
de p53 de PP1
|
Aurora A MHZ _ H ‘ COOH
Séquence
KEN Sequence
Boucle d'activation Séquence D
Signature Aurora kinase RxxLxG

XRxTxCETx

Figure 18 : Domaines fonctionnels d’Aurora A d’anig humaine.

La protéine Aurora A présente un domaine catalgtiqan vert) et un domaine régulateur (en jaune).
L'autophosphorylation de la thréonine 288 dansdiadbe d’activation ou boucle T (motif RXxT) est ingimsable

a l'activation de I'activité kinase. La séquenceddsstruction D (motif RxxL) localisée dans la padaboxy
terminale catalytique de I'enzyme permet leur pesecharge par le protéasome. La phosphorylatida dérine
342 dans cette séquence bloque l'activité kinadeedeyme. Aurora A présente une séquence A ou ADtif
QRVL) responsable de la régulation de sa dégraulatia phosphorylation d’Aurora A sur la sérine Snsl

cette séquence bloque la dégradation de la prot€name, Gadea et al. 2004).
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La sérine 342 participerait a la régulation négathittlepage and Ruderman 2002). En effet,
sa mutation en alanine chez le xénope n’entraisedpamodification de I'activité kinase de

'enzyme. En revanche, sa mutation en acide asp@&tqui mime la phosphorylation de ce
site, abolit totalement son activité. D’autre pa#,localisation proche du site de fixation de
PP1, un régulateur négatif clé d’Aurora A, laisspedser que la sérine 342 régulerait de

facon indirecte cette kinase (Katayama, Zhou €2G01).

[.4 Inhibition d’Aurora A par les phosphatases RPPP2A

L’équipe de Katayama a montré qu’Aurora A et latgiree phosphatase 1 pouvaient se lier
entre elles, et se réguler réciproquement (Kataydimau et al. 2001). En effet, il existe deux
sites de liaison pour PP1 sur Aurora A, le prersiter est localisé dans le domaine catalytique
de I'enzyme et le deuxiéeme se situe proche deriaes@842 impliquée dans l'inhibition de
I'activité kinase. Cette équipe démontre égalentieristence d’'un lien directe entre Aurora
A et PP1 durant la mitose. D’autre part, lors demiatation de sites de liaison de PPI sur
Aurora A, Aurora A est hyperphosphorylée, suggémnsi que PP1 régule négativement
Aurora A en déphosphorylant au moins un des résidpbqués dans son activatidm vitro,
Aurora A peut également phosphoryler PP1 et l'iehilba phosphorylation de la sérine 342
inhiberait la liaison de PP1 a Aurora A et protéffefenzyme de la déphosphorylation
notamment au niveau de la thréonine 288 ou surtr@asites indispensables a l'activité
kinase de la protéine.

Aurora A peut aussi se lier a I'lnhibiteur 2 (I{8atinover, Leach et al. 2004). Cette liaison
entraine I'augmentation d’activité de Aurora A, Saaugmenter la phosphorylation de la
thréonine 288. En effet, 1-2 est un inhibiteur dirde PP1, empéchant alors son action sur
Aurora A.

Une autre étude montre également qu’Aurora A egtiléépar PP2A, une autre protéine
phosphatase (Horn, Thelu et al. 2007). Cette pretéolocalise avec Aurora A au niveau des
centrosomes lors de la mitose. De plus elle ses®leer a Aurora A via la sérine 51 localisée
dans la boite A. Cette liaison permettrait a PP2Aléphosphoryler Aurora A sur la sérine 51

et entrainerait sa prise en charge par le protéasom
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[.5 Activation par TPX2 et Ajuba

Des études récentes de double hybride ont permimeltre en évidence un activateur
d’Aurora A, la protéine Ajuba (Hirota, Kunitoku ak 2003). Cette protéine impliquée dans la
maturation des centrosomes interagit avec Auroem Ahase G2 du cycle cellulaite.vitro,

la protéine Ajuba stimule I'autophosphorylation dwra A sur la thréonine 288. D’autre
part, son inhibition prévient I'activation d’Aurora dans les centrosomes en fin de phase G2
et empéche l'entrée en mitose. L’activation d’Aarok par Ajuba semble constituer la
premiere phase d’activation de la protéine, ellang¢ également I'activation du complexe
cycline B/cdkl au niveau des centrosomes. En efigipra A phosphoryle cdc25B au niveau
des centrosomes sur la sérine 353 et l'active (DateCazales et al. 2004). La phosphatase
cdc25B peut alors éliminer la phosphorylation déhtéonine 15 du complexe cycline B/cdkl
entrainant alors son activation (De Souza, Elleal.€2000).

TPX2 (Target Protein foXenopus kinesin-like protein 2) est une protéine associér a
microtubules indispensable a la stabilisation diefw mitotique, et a la localisation d’Aurora
A au niveau du centrosome (Wittmann, Wilm et aD@0Gruss, Wittmann et al. 2002; Kufer,
Sillie et al. 2002). Des études sur le xénope neoitque TPX2 stimule I'autophosphorylation
d’Aurora A sur la thréonine 295 (équivalente ahleébnine 288 chez 'Homme). En absence
de TPX2, la thréonine 288 d’Aurora A est accessibRP1, qui peut alors la déphosphoryler.
La fixation de TPX2 sur Aurora A entraine une reorgation de la boucle d’activation se
traduisant par l'internalisation du résidu 288, elgant ainsi moins accessible a PP1 (Bayliss,
Sardon et al. 2003; Eyers, Erikson et al. 2003).

1.6 Inhibition d’Aurora A par p53

Le géne suppresseur de tumeurs p53 joue un réleriam dans le maintien de la stabilité du
géenome. Ce facteur de transcription est capabieldiiie différentes protéines participant a
plusieurs points de contréle notamment en phaset@P. Il semble également indispensable
au déroulement de la mitose (Hofseth, Hussain. 2(dl4). Aussi, p53 se localise au niveau
des centrosomes lors de la mitose. L'absence ohilbition de celle-ci entraine I'apparition

de cellules avec de multiples centrosomes et desafix anormaux (Fukasawa, Choi et al.
1996; Tarapore and Fukasawa 2002). Ce phénotypmctéastique est également celui

observé lors de la surexpression d’Aurora A etdémitant plus marqué dans les cellules ne

présentant pas p53 (Meraldi, Honda et al. 2002).
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Chez I'hnomme, p53 interagit spécifiquement avecodarA et I'inhibe (Chen, Chang et al.
2002). In vitro, p53 interagit avec la partie NH2ninale de I'enzyme et inhibe son activité
kinase. Cette liaison supprimerait ainsi la cagadiiurora A & induire I'amplification des

centrosomes et la transformation des cellules.

|.7 Dégradation d’Aurora A par APC/C cdhl

Le protéasome est une structure macromoléculailépmuiéique permettant la dégradation
spécifique de protéines par fixation de courts ideptd’ubiquitine, de 8 kDa sur les chaines
latérales des lysines. L’'ubiquitination est un pivéane dépendant de I'ATP, nécessitant
I'action conjuguée d’au moins trois complexes enatiques (Hershko and Ciechanover
1998).

Deux complexes ubiquitine ligases différents inwment dans la régulation du cycle
cellulaire. Le complexe SCF (Skip-cullin-F-Box) eéntient plus particulierement pour la
dégradation des protéines interphasiques. Le com@@C/C est quant a lui actif de la fin de
la phase G2, au début de la phase G1 suivante (Madkr 2004). Il a donc principalement
pour substrat des protéines mitotiques. Cdc20 étl csont les protéines adaptatrices
permettant la reconnaissance des substrats (Pflegeret al. 2001). Elles reconnaissent les
protéines présentant des boites de destructionridtingées d’'une séquence consensus de
quelques nucléotides RxxLxxxxN reconnue par cdcR@ddl, ou d'une séquence KEN
présentant la séquence consensus KENxxxN reconiquament par cdhl (Pfleger and
Kirschner 2000; Castro, Bernis et al. 2005). Laéfem d’activité de ces deux complexes est
distincte. L'activité de cdc20 apparait a partirdfibut de la mitose et jusqu’en anaphase alors
que cdhl régule la dégradation de protéine denladd la mitose au début de phase G1
(Harper, Burton et al. 2002). Alors que cdc20 ciples particulierement la sécurine et les
protéines de I'anaphase, cdhl vise plutét la pnetédc20 elle-méme, mais également Aurora
A et B ou encore PIK1.

Des études réalisées sur le xénope et sur desesellumaines montrent que la destruction
d’Aurora A est dépendante de I'ubiquitine ligaseG¥€ cdhl (Castro, Arlot-Bonnemains et
al. 2002; Littlepage and Ruderman 2002; Crane, pftreet al. 2004). Cdh1l reconnait deux
séquences spécifiques : la séquence KEN et la ségu2 de destruction. Ces deux motifs
sont présents a la fois sur Aurora A et B. Danse$s de xénope, cdhl n’est pas exprimeé et
la quantité d’Aurora A ne varie donc pas au cowrgytle cellulaire. L'introduction de cdhl

dans ces ceufs induit alors sa dégradation. La gession de cdhl dans les cellules COS se
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traduit par une diminution d’Aurora A (Taguchi, Htmet al. 2002). De plus dans les cellules
Hela, l'introduction d’'un dominant négatif de cdirduit une augmentation d’Aurora A
(Crane, Kloepfer et al. 2004). La séquence A cabtaesérine 51 qui est phosphorylée durant
la mitose et empéche la destruction d’Aurora A yesq fin de mitose. Cette phosphorylation
maintient certainement la protéine sous une fomértensionnelle, rendant inaccessible la

protéine pour le protéasome (Horn, Thelu et al.7200

Il Roles de la kinase Aurora A

Actuellement, Aurora A posséderait environ une gaine de substraia vitro. Cependant, la
phosphorylation de certaines de ces protéinesmelsesncore pas trés bien étabtievivo et

reste a confirmer.

Il.1 Aurora A régule le cycle du centrosome

Aurora A apparait au niveau des centrosomes anlddila phase S. Les centrosomes sont
alors composés de quatre centrioles liés entre Aurora A ne semble pas directement
impliquée dans la duplication des centrosomes. g, sa surexpression dans des cellules
humaines ou murines entraine une amplification dmbre de centrosomes. Aurora A
pourrait donc étre engagée dans le contrdle du remé centrioles apres leur duplication.
L’activité kinase de I'enzyme ne semble pas impdgualans I'amplification des centrosomes,
puisque l'introduction ectopique d’'une enzyme nonctionnelle est aussi associée a une
augmentation du nombre de centrosomes (Zhou, Kearad. 1998; Meraldi, Honda et al.
2002).

Lors de la transition G2/M, les centrosomes migemguite chacun a un péle de la cellule
pour établir un fuseau mitotique bipolaire. L'indiection d’'un RNAiI ou d’'un anticorps
bloquant dirigé contre Aurora A dans les cellulesL& entraine I'apparition de cellules
monopolaires et I'absence de séparation des centess (Marumoto, Honda et al. 2003). Des
études réalisées sur d'autres modeles comme lep&ému Caenorhabditis elegans
aboutissent aux mémes observations (Roghi, Gialt 4998; Hannak, Kirkham et al. 2001).
Les mécanismes moléculaires impliquant Aurora Asdanséparation des centrosomes sont

encore mal connus. Une équipe propose qu’Auroraoérpit collaborer avec Nek2 pour
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phosphoryler et dissocier C-Napl des centrosompsratettre ainsi leur séparation en début
de mitose (Faragher and Fry 2003).

Une fois dupliqués et séparés, les centrosomegayemt ensuite dans un processus de
maturation. De hombreuses protéines sont alorsitéss, assurant la structure de ce dernier,
mais aussi ses fonctions durant toute la mitogasg’a la phase G1 suivante. L'implication
d’Aurora A dans la maturation des centrosomes a@@&téontrée a la fois ch€aenorhabditis
elegans et chezDrosophila melanoglaster (Hannak, Kirkham et al. 2001; Berdnik and
Knoblich 2002; Giet, McLean et al. 2002). Ainsi, absence d’Aurora A, les centrosomes
sont incapables de recruter les composants de tiicenarotéique péricentriolaire comme la
y-tubuline et la masse du fuseau diminue de 60 %mbgphologie des pbles est également
affectée. Aurora A permettrait le recrutement ateau des centrosomes de la centrosomine,
protéine indispensable pour la liaison dg-tabuline (Terada, Uetake et al. 2003). Des études
récentes semblent montrer que l'interaction entreofa A et D-TACC (Transforming Acidic
Coiled-Caoil). La phosphorylation de D-TACC par AwmcA permettrait son recrutement au
niveau du centrosome a un stade précoce de la en{®arros, Kinoshita et al. 2005;
Kinoshita, Noetzel et al. 2005). La mobilisation @eTACC stabiliserait le réseau de
microtubules autour des pdles en recrutant notarhnu®s protéines associées aux
microtubules, comme Msps/XMAP215. La figure 19sthe I'implication d’Aurora A dans la

maturation des centrosomes.

Microtubules

Centrioles PCM

Figure 19 : Aurora A et maturation des centrosomes.

Aurora A recrute tout d'abord la centrosomine aveai des centrosomes, puis D-TACC est phosphorylée,
permettant I'association de Msps/XMAP215. Ces pna®ientrainent I'assemblage rapide des microtuldules
partir des deux centrioles et du matériel péricelaire, PCM. Au cours de la mitose, la maturatices d
centrosomes est assurée grace au recrutemeny-tigblaline et des protéines péricentriolaires, augarg ainsi

la capacité de nucléation des centrosomes powbliésement du fuseau mitotique (Marumoto, Zhangl.et
2005).
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Aurora A est donc une protéine essentielle au aygleentrosome. Bien que participant peu a
la duplication de ces derniers, elle est cependamliquée dans la nucléation des
microtubules en recrutant ou en phosphorylant threent des composants du centrosome et

participe ainsi a I'assemblage des pdles mitotiques

[1.2 Aurora A régule le complexe cycline B/cdkl

En utilisant un anticorps dirigé contre la formegphorylée sur la thréonine 288 d’Aurora A
comme marqueur de son activité, Hirota et seslmoliteurs mettent en évidence la présence
d’Aurora A active dans les centrosomes durant EspthG2. D’autre part, I'équipe montre que
I'activation du complexe d’Aurora A apparait avaetle du complexe cycline B/cdkl et que
cette activation est pré requise pour l'activatioitiale de cycline B/cdkl au niveau des
centrosomes (Hirota, Kunitoku et al. 2003). L’aation de cdkl par Aurora A semble étre
médiée par la phosphorylation de cdc25B sur laneé3b3 au niveau des centrosomes, par
Aurora A elle-méme (Dutertre, Cazales et al. 20Q4). phosphorylation de cdc25B par
Aurora A entraine ensuite la déphosphorylationdlel @t son activation (De Souza, Ellem et
al. 2000). La protéine Ajuba est un activateur,sr&galement un substrat d’Aurora A. En
effet, la forme phosphorylée d’Ajuba peut interagrec Aurora A et I'active en phase G2 au
niveau des centrosomes en favorisant son autopbgdation sur la thréonine 288 (Hirota,
Kunitoku et al. 2003).

Ainsi l'activation d’Aurora A par Ajuba permet lehpsphorylation de cdc25B. Elle participe
a l'activation de cdkl au niveau des centrosomessetonc un €lément important dans la

progression vers la mitose.

[1.3 Aurora A régule le déroulement de la mitose

Aurora A régule tout d’abord la formation du fuseBumicrotubules lors de la mitose. Aprés
la rupture de la membrane nucléaire, Aurora Aregliquée dans I'élongation des extrémités
proximales des microtubules par l'intermédiairelal®oie de signalisation Ran. Ran est une
petite GTPase impliguée dans le transport nucléptysmique et dans de nombreux
phénomeénes mitotiques. Ran est lié au GDP dangdplasme des cellules puis, lors de son
entrée dans le noyau, le GDP est échangé en GTR@ad (Regulator for Chromosome

Condensation 1), protéine associée aux chromosobwes. de la formation du fuseau et

malgré la rupture de la membrane nucléaire, laépretRCC1 génére ainsi un gradient de
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Ran-GTP. Ran-GTP entraine la dissociation de l'irfipe en se liant a la sous unitéde
cette derniére. Les facteurs impliqués dans la dion du fuseau, comme TPX2 et NUMA,
liés et inhibés par I'importine/3, sont alors libérés (Clarke and Zhang 2001). Laégimet
TPX2 interagit avec les microtubules et Aurora Att€ interaction limite I'effet de PP1 sur
Aurora A et permet donc son autoactivation par phosylation sur la thréonine 288. Aurora
A peut alors phosphoryler ces cibles, TPX2 lui-ménags aussi des protéines engagées dans
la formation du fuseau comme Eg5 (Giet, Uzbekoale1999; Cochran, Sontag et al. 2004)
ou les protéines D-TACC (Barros, Kinoshita et @02; Kinoshita, Noetzel et al. 2005).
Aurora A semble donc importante pour I'établissetienfuseau mitotique.

Aurora A régule également avec Aurora B la condiémsades chromosomes. Plusieurs
études montrent que ces deux protéines cooperentphosphoryler H3 sur la serine 10 au
début de la mitose (Scrittori, Hans et al. 200.a9@y, Fimia et al. 2002).

De nombreuses études impliquent Aurora B dangyhialnent des chromosomes en plaque
métaphasique et dans leur ségrégation. CependanbyadAA semble également impliquée
dans ces processus. En effet, au niveau des kirertes; I'histone H3 est remplacée par un
variant nommé CENP-A (Choo 2001). L'absence de CENEntraine l'apparition de
centroméres non fonctionnels et de kinétochoreslocalisés (Blower, Sullivan et al. 2002).
Ce variant participe donc a l'organisation et ddactionnalité des kinétochores. Aurora A
phosphoryle de facon spécifijue CENP-A en NH2 teahisur la sérine 7. Cette
phosphorylation est indispensable pour I'organisatdes microtubules au niveau des
kinétochores, et donc pour [lalignement et la sgatién des chromosomes. La
phosphorylation de cette sérine est ensuite maietgrar Aurora B en fin de prophase et
jusqu’en métaphase (Kunitoku, Sasayama et al. 20@Bymoto, Honda et al. 2003). Ainsi,
Aurora A coopere avec Aurora B pour I'alignemens @romosomes et pour leur prise en
charge par les microtubules.

Aurora A régule également la cytokinese. Des travant montré que l'introduction d’un
anticorps bloquant dirigé contre Aurora A dansdeltules lors de la mitose, aprés séparation
complete des centrosomes et formation du fusealanip, empéche la division complete et
entraine I'apparition de cellules multinucléées (iaoto, Honda et al. 2003). De plus, la
surexpression d’Aurora A méne également a I'abseeceytokinése, entrainant la formation
de cellules binucléées (Zhang, Hirota et al. 2004)réduction de la quantité d’Aurora A
dans les cellules en fin de mitose est le fruisa@eégradation par le protéasome APC/C cdhl

(Honda, Mihara et al. 2000). Ainsi, cette dégramtatiapide d’Aurora A semble ainsi étre
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importante dans la séparation des deux celluléssfilLa figure 20 qui suit présente les

différents substrats et régulateurs d’Aurora A.
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Figure 20 : Fonctions et régulateurs d’Aurora A.

Aurora A régule l'activation du complexe cycline Bkd en phosphorylant la phosphatase cdc25B. Elle
participe peu a la duplication des centrosomess m&gule leur séparation. La phosphorylation desHi3la
sérine 10 par Aurora A permet d'initier la conddgimsades chromosomes. La maturation des centrosestes
également assurée par Aurora A et permet notamlaeetcrutement de la centrosomine ey-fabuline. Elle
participe aussi a I'émergence des microtubules agrosomes grace a l'activation de D-TACC et au
recrutement des protéines associées aux microsibleora A régule la formation du fuseau mitotiquéce a
TPX2 et la séparation des chromatides sceurs erplphigdant CENP-A au niveau des centromeéres. Erdin, |

dégradation d’Aurora A lors de la cytokinése pertaetéparation des deux cellules filles.

La kinase Aurora A, activée dans un premier temgsAjuba, est localisée au niveau des
centrosomes et des microtubules proximaux émararteddernier. Aurora A constitue un

activateur clé de la transition G2/M, elle phosptmet active en effet cdc25B responsable de
l'activation de cycline B/cdkl au niveau des cestroes. Elle phosphoryle I'histone H3

responsable de la condensation de la chromatingébnt de mitose. Elle ne semble pas
impliquée directement dans la duplication des osoimes, mais participe a la séparation de
ces derniers. Elle phosphorylerait les protéinesitliles centrosomes, comme C-Napl,
favorisant ainsi leur dégradation. Elle régule égant I'établissement et le nombre des
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fuseaux mitotiques en favorisant la nucléation mi@égotubules. Enfin, sa dégradation en fin

de mitose par APC/cdhl semble indispensable dpkraton des cellules filles.

IIl Aurora A, instabilité chromosomique, aneuploidie et cancer

[11.1 Aurora A contrdle la ploidie des cellules

La plupart des tumeurs solides sont caractérisaesupe instabilité chromosomique (CIN)
générant une perte ou un gain de chromosomes 'apgalition de chromosomes altérés.
Longtemps présentées comme des événements taediiogdression des tumeurs, les CIN et
I'aneuploidie pourraient au contraire étre impligjidans le développement de tumeurs pré
malignes, notamment dans les cancers du sein,\as$#e et de la prostate (Greene, Taylor et
al. 1991; Visscher, Wallis et al. 1996; Krause,| Fetial. 2004). Boveri fut le premier a
proposer en 1914 que I'apparition de cellules glas de deux centrosomes entrainerait une
mauvaise seégregation des chromosomes, dile a liappate plusieurs fuseaux mitotiques
(McKusick 1985).

En l'absence d’Aurora A, les cellules sont incapablde former un fuseau bipolaire
fonctionnel. En effet, son inhibition par introdiect d’'un RNAIi dans les cellules entraine un
arrét en G2/M, des fuseau anormaux, une tétraplfidn ainsi que l'induction de I'apoptose
(Du and Hannon 2004). Les cellules deviennent pifdes du fait de leur arrét pendant la
mitose avant la cytokinése. L'arrét des cellulesc&iM est en fait temporaire, elles entrent
en phase G1 avec deux noyaux et deux centrosonmeséaparés. En phase G1, elles sont
ensuite stoppées par un point de contrdle posttioui® impliquant p53 et pRb (Di Leonardo,
Khan et al. 1997; Lanni and Jacks 1998). Bien di2 gt Rb puissent participer a I'arrét des
cellules en phase G1, le mécanisme impliqué danarc& du cycle cellulaire reste encore a
déterminer. De plus, d’autres auteurs montrentidterce d’une induction d’apoptose lors
d’'une tétraploidie par activation de Bax indépenelasu dépendant de p53. L’activation de
Bax entraine la sortie du cytochrome c de la mibodnie et le déclenchement de I'apoptose
mitotique (Castedo, Coquelle et al. 2006).

La surexpression de la kinase Aurora A mene égaledeles modifications du nombre de
centrosomes et a la tétraploidie. Dans les cellbleka, la surexpression de la protéine
fonctionnelle ou sans activité kinase entrainep&jion de cellules avec deux noyaux et

plusieurs centrosomes (Meraldi, Honda et al. 20@pendant, dans d'autres modéles,
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I'activité kinase de I'enzyme semble indispensaptaur induire la tétraploidie (Anand,
Penrhyn-Lowe et al. 2003). En effet, la surexpmassie la protéine inactive dans les MEFs
induit un arrét en G1, avec apparition d'un fuseamotigue anormal et l'induction de
I'apoptose. Lorsque la kinase Aurora A est actalle, phosphoryle p53 sur les sérines 215 et
315, induisant respectivement [linhibition de somtihaté transcriptionnelle et sa
déstabilisation par mdm2. p53 est alors prise emgehpar le systéme ubiquitine ligase pour
étre dégradée (Katayama, Sasai et al. 2004; Linek@et al. 2004). Ainsi, dans les cellules
ou la protéine p53 est inhibée par Aurora A, oweates le point de contréle post-mitotique
n'est plus fonctionnel, la tétraploidie des celul@est donc pas détectée et les cellules
continuent leur progression dans le cycle cellalairedupliquent leur ADN et leur
centrosome, menant alors a l'aneuploidie et a lldivgtion des centrosomes (Meraldi,
Honda et al. 2002; Fujiwara, Bandi et al. 2005).

La surexpression d’Aurora A dans les fibroblasteHH3N'3 ou Ratl induit bien la
transformation des cellules. Lorsque les cellutas sntroduites dans des souris nudes, elles
induisent la formation de tumeurs. (Bischoff, Arstar et al. 1998; Zhou, Kuang et al. 1998;
Littlepage, Wu et al. 2002). L’étude des modélesinsutransgéniques surexprimant Aurora
A montrent la formation de tumeurs mammaires apmedong moment d’attente (Wang,
Zhou et al. 2006). L'inactivation de p53 dans cearis amplifie ce phénotype. Ainsi, la
surexpression d’Aurora A est associée a la tumaorege et I'inactivation de p53 favorise ce
phénomene. L’observation de coupes histologiquesudgeurs hépatiques a permis de
confirmer ces résultats et met en évidence la poesgion d’Aurora A corrélée a la présence

de TP53, la forme mutée non fonctionnelle de peBd,JPeng et al. 2004).

[11.2 Implication d’Aurora A dans les cancers

[1l.2.a Surexpression d’Aurora A et amplificatioasicentrosomes

Les kinases Aurora sont surexprimées dans de nomlma@ncers. La kinase Aurora A fut

mise en évidence pour la premiere fois comme lelptad’'un géene surexprimé dans les
cellules de cancer du sein d’ou sa premiére dératitmBTAK. Ce gene est localisé dans la
région chromosomique 20q13. Plusieurs observatongpermis de mettre en évidence une
amplification de ce géne dans de nombreuses tunpmursires de colon, de sein, mais

également dans plusieurs lignées cellulaires tule®ree sein, de colon, de l'ovaire, de
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prostate et de neuroblastome (Sen, Zhou et al.;1Bi9choff, Anderson et al. 1998; Zhou,
Kuang et al. 1998).

D’autre part, une surexpression de '’ARNm et deiatéine est également détectée; cette
augmentation n’est pas forcement corrélée avegientation du nombre de copies du géne.
En effet, dans les carcinomes hépatocellulairesnplification du gene n’est observée que
dans 3 % des cas, alors que la surexpression &N et de la protéine est retrouvée dans
60 % des tumeurs hépatiques analysées (Jeng, Pahg2604). Il en est de méme dans les
cancers mammaires, gastriques ou ovariens (Zhoand<et al. 1998; Sakakura, Hagiwara et
al. 2001; Gritsko, Coppola et al. 2003). Ainsi,darexpression d’Aurora A pourrait étre
réegulée par plusieurs mécanismes différents, laacsivation transcriptionnelle,
I'amplification génique, mais aussi I'inhibition de protéolyse. En effet, une étude a permis
de mettre en évidence linteraction de la formevage d’Aurora A au niveau de la
phénylalanine 31, avec une ubiquitine ligase. ktenfomutée (la phénylalanine est remplacée
par une isoleucine) d’Aurora A n’est plus capabietdragir avec l'ubiquitine ligase laissant
alors supposer la diminution de son ubiquitinatsdia persistance de son activité (Ewart-
Toland, Briassouli et al. 2003).

Les observations de cellules en culture montremAuqora A est uniguement exprimée en
phase G2 et pendant la mitose, au niveau des senmes et du fuseau mitotique.
Contrairement a ces observations, I'analyse depeode tumeurs suggere une expression
d’Aurora A diffuse dans le cytoplasme des cellul®s.plus, aucune liaison d’expression avec
une phase précise du cycle cellulaire n’est obge(Vanaka, Kimura et al. 1999; Gritsko,
Coppola et al. 2003). Aurora A pourrait donc pdptc au développement des tumeurs a la
fois en surphosphorylant ces substrats et en pbogaht de maniere non spécifique des
protéines présentes tout au long du cycle celkllau dans d’autres compartiments
subcellulaires que le centrosome.

La surexpression d’Aurora A est souvent associédadplification du nombre de
centrosomes (Goepfert, Adigun et al. 2002; Merattbnda et al. 2002; Anand, Penrhyn-
Lowe et al. 2003). L’amplification des centrosonsestraduit par une augmentation de la
taille des centrosomes due a I'accumulation inéiéér de ces composants et du matériel
péricentriolaire comme lg-tubuline, la centrosomine, le péricentrine. L'awnation de
I'activité de nucléation des centrosomes est égattrmbservée (Lingle, Lutz et al. 1998; Li,
Weroha et al. 2004). Cette augmentation peut étfeuit de deux mécanismes distincts, la
duplication incontrélée des centrosomes et I'absafeccytokinése aboutissant a la formation

de cellules multipolaires présentant un risqueéeibppement tumoral.
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[11.2.b Aurora A comme cible thérapeutique

Des études récentes réalisées dans les cellules élé)20S montrent que I'induction du
point de controle G2/M par I'étoposide, entraine amét du cycle cellulaire. De plus,
I'utilisation d’inhibiteur d’'un RNAI dirigé contreChk1 entraine I'activation d’Aurora A. La
surexpression d’Aurora A dans ces modeéles entilahsence d’arrét des cellules en phase
G2/M. Lors de dommages de I'ADN, Chkl induit donioHibition directe ou indirecte
d’Aurora A permettant aux cellules de stopper leycle cellulaire avant la mitose.
L’inhibition Aurora A pourrait étre un élément impant impliqué dans le point de contrble
G2/M controlant I'état de 'ADN (Cazales, Schmittag. 2005; Krystyniak, Garcia-Echeverria
et al. 2006).

D’autre part, une étude réalisée dans les cellddsa montre que la surexpression d’Aurora
A entraine une absence d’arrét des cellules loda deitose, malgré l'induction du point de
contr6le du fuseau mitotique par le taxol. Lesuteff entrent en anaphase malgré la formation
de fuseaux anormaux et des kinétochores mal ataahémicrotubules. Cette étude souligne
également que la présence de Mad2 au niveau déwe¢iores persiste jusqu’en anaphase,
montrant l'activation du point de contréle du fusemitotique. Ainsi, il est possible
gu’Aurora A perturbe l'interaction entre des prag&s du point de contréle et leur cible cdc20,
entrainant alors une activation prématurée d’AP@&mettant aux cellules de terminer la
mitose malgré une mauvaise répartition des chromeso(Anand, Penrhyn-Lowe et al.
2003).

Une deuxieme étude montre également que les celild@s lesquelles p53 est active et
surexprimant Aurora A, passent le point de contthlguseau induit par le nocodazole. Les
auteurs montrent qu’Aurora A interagit avec cdcROaetive. La phosphorylation de cdc20
par Aurora A décrites par I'équipe de Farrugio paitirpeut-étre expliquer cette activation
prématurée (Farruggio, Townsley et al. 1999). Gateraction empéche aussi le recrutement
des protéines du point de contréle du fuseau miteticomme BubR1 ou Mad2,
indépendamment de son activité kinase (Jiang, Zbaag 2003).

Une troisieme étude montre que les cellules summgmt Aurora A deviennent résistantes a
I'induction de I'apoptose dépendante du taxol, sigapt alors I'implication d’Aurora A dans
les phénomeénes de résistance au traitement dearsi@aand, Penrhyn-Lowe et al. 2003).
La figure 21 qui suit illustre I'implication d’Aura A dans ces différents mécanismes, et dans

le développement des tumeurs.
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Amplification génique
Polymorphisme
Activation transcriptionnelle
Stabilisation de la protéine

Mort des cellules
Défaut du point de contrdle 62/M &> ATM/ATR . dépendante ou
Chk1/Chk2 indépendante de p53

Absence du point de contréle Mort des cellules
du fuseau mitotique K+ BubRl, Mad2 dépendante ou
Absence de cytokinése indépendante de p53

|

Sortie précoce de mitose
|
G1 tétraploide
Point de contrdle post- mitotique

e Sy

-I p53 fonctionnelle p53 non fonctionnelle
| | Endoréplication
. _— Instabilité chromosomique
Mort des cellules Tétraploidie —* Aneuploidie

Amplification des centrosomes

[EGrmation de tumeurS]

Figure 21 : Implication de la surexpression d’Aarér dans la tumorogenese.

L'augmentation d’Aurora A par amplification de sgéne, 'augmentation de sa régulation transcripiidie, la
stabilisation de la protéine ou la présence d’ulyrporphisme, entraine I'absence d'arrét des cdllbes du
point de contrdle de I'état de '’ADN, du point dentrdle du fuseau mitotique ainsi que I'absencdidision des
cellules. Cette augmentation est associée a I'appade cellules tétraploides. Si la protéine pSBagtive, elle
initie normalement l'arrét des cellules ainsi quieduction de leur mort par la voie dépendante de Rb
Cependant, Aurora A inactive par phosphorylation, pB8dant alors impossible I'activation de cettéeev®e
plus, la plupart des tumeurs présentent une irgtativ de la protéine p53 entrainant alors I'abseleceort des
cellules. Les cellules sont alors tétraploides, tipalhires, endorépliquent leur ADN, menant a faislité

chromosomique et & la formation de tumeurs (Maromohang et al. 2005).

Aurora A semble donc impliquée a la fois dans letote contrble de I'état de I'ADN et dans
le point de controle de l'attachement des chromesoru fuseau mitotique. De plus, la
surexpression d’Aurora A dans les cellules préserdas dommages de '’ADN entraine une
absence d’'induction de ces différents points derétm Elle semble également étre impliquée
dans les phénoménes de résistance aux traitemehitsetlules tumorales. Ainsi I'inhibition
d’Aurora A pourrait constituer une bonne cible #pEutique, et permettrait de restituer la

mort cellulaire induite par les différents pointsabntréle.
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[1l.2.c Aurora A, polymorphisme, diagnostic et thgie antitumorale

L’expression d’Aurora A dans de nombreux cancdrspe implication dans la modulation de
nombreux points de contréle du cycle cellulaire,f@m donc une cible de développement
pour les traitements antitumoraux. Des inhibiteorg été développés, le ZM447439,
I'Hesperadine et enfin le VX-680 (Ditchfield, Jolomset al. 2003; Hauf, Cole et al. 2003;
Harrington, Bebbington et al. 2004). Ces trois roolés ne sont pas spécifiques de la protéine
Aurora A mais ciblent de facon plus large I'enseentes protéines kinases de la famille
Aurora. Ces molécules inhibent I'activité kinasdalprotéine en se fixant a la place de I'ATP
dans le site catalytique de I'enzyme.

Les cellules traitées avec I'Hesparadine et le ZRAB® présentent une absence de
phosphorylation de H3 sur la sérine 10, les chrames se condensent et les kinétochores
s’attachent aux microtubules du fuseau mitotiquéoemation. Les cellules sortent cependant
prématurément de la mitose en présentant un défattatchement des chromosomes aux
microtubules, et une absence d’alignement des asomes en plaque métaphasique. Les
cellules présentent de plus un point de contréldudeau mitotique endommagé avec une
mauvaise localisation de Bubl et BubR1, et unebitibh de la phosphorylation de BubR1 en
présence de ZM447439 (Ditchfield, Johnson et ab32@Hauf, Cole et al. 2003). L'effet du
VX-680 sur la mitose n'a pas été décrit, il semtdpendant étre le plus prometteur de ces
inhibiteurs. Il permet en effet la régression demeurs induites dans les souris nudes et
semble le mieux démontrer que les kinases Aurorarrgient étre de bonnes cibles
thérapeutiques (Harrington, Bebbington et al. 200 rington, Bebbington et al. 2007).
Plusieurs études génétiques ont mis en évidengestbace de deux polymorphismes au
niveau du gene d’Aurora A, notamment au niveauadghénylalanine 31, Phe3llle (91T>A)
et de la valine 57 Val57lle (169G>A). Ces mutati®es localisent dans la partie NH2
terminale non catalytique de I'enzyme. La mutatRime31lle se localise dans une région
comprenant la séquence KEN régulant la dégraddtodia protéine. La mutation Val57lle se
localise dans une région comprenant la séquenceéghilant également la destruction
d’Aurora A par le protéasome mais participant égalet a sa localisation au sein des
centrosomes (Honda, Mihara et al. 2000; Pflegerkiarathner 2000) (Dutertre, Descamps et
al. 2002).

L’effet de ces mutations sur la structure, 'adévbu encore l'altération des cibles de la
kinase est peu connu. Une étude portant sur latimutBhe31lle montre que la forme mutée

de la kinase, lle31, présente une capacité deforamgtion des cellules Ratl et U20S plus
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importante que la kinase Aurora A sauvage. L'équgentifie également une ubiquitine
ligase UBE2N capable d'interagir avec la forme s@evd’Aurora A Phe31 au niveau des
centrosomes durant la mitose. Le r6le de cetteaatien reste encore a €lucider, néanmoins,
la mutation lle31 de la kinase déplace l'ubiquititBBE2N des centrosomes vers le
cytoplasme. Ainsi, la mutation d’Aurora A pourrdidnc augmenter sa capacité a induire des
tumeurs chez des patients, en empéchant la fixdeorubiquitine UBE2N sur la kinase au
niveau des centrosomes (Ewart-Toland, Briassowdi.€2003). Une étude montre également
que la forme mutée d’Aurora A lle 31 potentialisgtdansformation des cellules induites par

Ras que la forme sauvage (Tatsuka, Sato et al)2005

La mutation de la phénylalanine 31 en isoleucirteresouvée préférentiellement dans les
tumeurs du colon et des ovaires, la présence deg gelymorphismes de maniere
constitutionnelle se traduit par une augmentatiomisijue de cancer du sein (Ewart-Toland,
Briassouli et al. 2003; Dicioccio, Song et al. 20@gan, Newcomb et al. 2004) mais
également du cancer de I'eesophage et du canceiggasfMiao, Sun et al. 2004; Kimura,
Mori et al. 2005; Ju, Cho et al. 2006). La suregpi@n d’Aurora A semble étre corrélée, pour
certains auteurs, avec le stade histologique daneur. Plusieurs études indiquent que la
surexpression d’Aurora A est associée avec desursme haut grade et un faible pronostic
(Miyoshi, lwao et al. 2001; Jeng, Peng et al. 20@&pendant d’autres études assurent que la
surexpression et I'activation de la protéine santantraire plus frequemment détectées lors
de stades précoces de cancer de I'ovaire chez o (Gritsko, Coppola et al. 2003). Aurora
A ne semble pas également étre un bon marqueuogtior{(Neben, Korshunov et al. 2004;
Royce, Xia et al. 2004). D’autres travaux montrgae la surexpression d’Aurora A et la
présence de p53 mutée constituent un plus mauvaiwgtic que la présence des formes

mutantes de p53 seule (Jeng, Peng et al. 2004).

[11.2.d Les nouvelles voies de régulation impliquanrora A

Des études récentes impliquant Aurora A dans deall@s voies de signalisation ont été
mises en évidence. Ainsi, dans les cellules turasrphncréatiques, Aurora A serait une des
cibles transcriptionnelle activées par la voie NBSPK. L’activation constitutive de la voie
Ras/MAPK, dans les tumeurs porteuses d’une mutateiK-Ras sur le codon 12, pourrait
étre a lorigine de l'augmentation d’expression dféra A retrouvé dans ce cancer

(Furukawa, Kanai et al. 2006). D’autre part, damsdncer des voies hautes supérieures, la
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surexpression d’Aurora A potentialise la transfaiora des cellules exprimant H Ras.
L’équipe montre également que la mutation d’Aurdkalle31l présente un potentiel
transformant supérieur a la forme sauvage d’Aufo@atsuka, Sato et al. 2005). Enfin, dans
une forme du cancer de la vessie, la surexpreséfarora A serait associée a la mutation de
H Ras sur le codon 12 (Tseng, Tzeng et al. 200@isiAla voie de signalisation impliquant

Ras pourrait étre a I'origine de la surexpressiéwbra A.

La kinase Aurora A est donc une protéine centrale e déroulement de la mitose. D’autre
part, elle est surexprimée dans de nombreux careesa surexpression est souvent associée
a l'apparition de cellules aneuploide et multinéel® Malgré les controverses existant sur
I'activité oncogénique d’Aurora A, elle est direttent impliquée dans l'activation de la
mitose et permet 'activation du complexe cyclinedkl au sein des centrosomes, elle régule
également la séparation des centrosomes, le nareljpéles et de fuseaux mitotiques formeés.
Elle est aussi associée a la cytokinése, puisquéégeadation entraine la séparation des
cellules filles en fin de mitose. D’autres étudemblent également directement I'impliquer
dans le contréle de I'état de 'ADN en phase G2/iMcgcle cellulaire et dans le contrdle du
fuseau mitotique. De plus, la surexpression de qathtéine dans de nombreux cancers peut
étre associée a la résistance aux traitementstiakes tumorales.

Ainsi la surexpression d’Aurora A dans les cangengrrait étre a I'origine de I'apparition de
tumeurs présentant des cellules aneuploides, mciléées, et multipolaires, qui sont

caractéristiques d’une forte instabilité chromosquei
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Chapitre Il : Thérapie anti-tumorale

| Le cancer colorectal, épidémiologie et traitement

En France, les cancers représentent la premiérsecde mortalité chez 'homme et la
deuxiéme chez la femme apres les maladies cardiola®s. Avec 36 000 nouveaux cas par
an, le cancer colorectal est la deuxiéeme causeédesdpar cancer tout sexe confondu. A lui
seul il représente 15% des cancers diagnostiquést eesponsable chaque année de 16 000
déceés (Hill and Doyon 2006).

La carcinogenése colorectale est associée a l'tippaséquentielle de nombreuses mutations
au sein des genes clés régulant 'homéostasie deellale, et a I'établissement d’une
instabilité génomique microsatellite (MSI) ou chmsomique (CIN). Les cancers colorectaux
présentent de fagon exclusive I'un ou l'autre de phénotypes (Lengauer, Kinzler et al.
1998; Loeb, Loeb et al. 2003). L'instabilité chrasnmique toucherait 80 a 85% des cancers
colorectaux sporadiques tandis que les MSI sergdutiot associées avec les cancers
héréditaires sans polypes du colon HNPCC (Hersditdon-Polyposis Colon Cancer)
(Bronner, Baker et al. 1994) et représenteraiemesgent 10 a 15% des cancers sporadiques
(Boland, Thibodeau et al. 1998).

Seule la chirurgie permet une rémission complésepaddients atteints de cancers colorectaux,
par exerese de la tumeur et des ganglions lymplegtigoisins. Cependant, dans plus de la
moitié des cas, le cancer colorectal est déteotétardivement, et est localement avancé ou
présente des métastases rendant alors inefficaterlagie (Lelong, Moutardier et al. 2004).
La chimiothérapie lui est donc associée, la raéiathie étant uniquement réservée aux
cancers du rectum. Une chimiothérapie néo adjuvesitadministrée avant la chirurgie afin
de diminuer la masse tumorale lorsque celle-citexgt importante. Une chimiothérapie
adjuvante est réalisée aprés chirurgie et/ou taéliapie lors des cancers localement avancés
afin de traiter les éventuelles métastases norctdles (Giacchetti, Itzhaki et al. 1999;
Midgley and Kerr 1999; Simmonds 2000).

Le traitement de référence des cancers coloreesiube 5 Fluoro-Uracile (5FU) qui constitue
un inhibiteur de la thymidylate synthase, enzymedigpant a la synthése du nucléotide
thymidine. Il est associé a la leucovorine (5FU/L¥yent bio modulant favorisant les effets
du 5FU. Le 5FU/LV est généralement administré alaatres molécules chimiques, comme
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I'acide folinique ou I'oxaliplatine. Malgré leur gnde utilisation, I'efficacité de ces molécules
reste modérée. Le taux de réponse au 5FU vari® @e3D% (Shah and Schwartz 2001). De
plus, ces traitements sont associés avec pludiexicstés de grade important IlI/IV. Les plus
fréquentes sont les neutropénies, thrombopéniésnias, diarrhées et vomissements pouvant
entrainer, dans les cas les plus graves, la mopgtent. Avant I'arrivée de traitements plus
efficaces, le 5FU/LV en combinaison avec d’autredéeules fut le traitement de base des

cancers colorectaux métastatiques pendant plud dast(Mayer 2000).

Il Inhibitions des topoisomérases |

[I.1 Les topoisomérases |

Les ADN topoisomérases sont des enzymes qui matifiestructure de I’ADN en générant
des coupures transitoires dans I’ADN. Elles jouantéle essentiel lors de nombreuses étapes
de la vie cellulaire (réplication, transcriptiogpsiration des chromosomes, etc). En fonction
de leur mode de coupure, les topoisomérases ontlatéées en deux groupes : les ADN
topoisomérases de type | (monomériques, ATP indégpens) qui coupent un seul des deux
brins de la double hélice d’ADN ; les topoisomésaske type Il (multimériques, ATP
dépendantes) qui réalisent une coupure doublederli/ADN.

Les topoisomérases 1 interviennent pour la relamaties superenroulements de I'ADN
générés lors de la réplication et de la transeonip{Bullock, Champoux et al. 1985; Cheng,
Kussie et al. 1998). L'avancée des complexes moes associés a I'ADN lors de la
réplication ou de la transcription nécessite I'atiwes locale et temporaire de la double hélice.
Les extrémités de I'ADN sont fixées a la matricecleaire empéchant alors toute rotation
autour de son axe et 'ADN ne peut alors compesset les tensions induites. Les ADN
topoisomérases 1 soulagent alors les contraintes taision engendrées par ces
superenroulements. Du fait de leur implication ddeshombreux processus biologiques, les
topoisomérases 1 sont essentielles a tous lesisngas vivants, et leur inactivation chez la
souris ou la drosophile sont létales (Morham, Kinak et al. 1996; Zhang, Chen et al. 2000).
Les topoisomérases agissent en aval de I'actiétiedse (permettant I'ouverture du double
brin d’ADN) et contribuent au déroulement des hrihe mécanisme enzymatique des
topoisomérases 1 peut étre divisé en plusieureetdpenzyme se lie tout d’abord de facon

covalente a ’ADN double brin, puis elle coupe I'das deux brins par transestérification, et
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se lie a I'extrémité 3' de 'ADN ainsi générée. IDA simple brin subit alors une rotation
libre autour du brin non coupé permettant la relarade I’ADN. Pour finir, afin de relier les
deux brins d’ADN, I'enzyme réalise une réaction tdensestérification (Wang 1996). La

figure 22 suivante illustre le fonctionnement dgsoisomérases de type 1.
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Figure 22 : Mode d’action des topoisomérases destylp
(Pommier 2006).

II.2 Les inhibiteurs de topoisomérases |

Les inhibiteurs de topoisomérases sont aujourdimuitraitement standard de plusieurs
pathologies malignes. Les inhibiteurs de topoisases | sont des dérives des
camptothécines issus d'une plante se developpanCléne et au Tibet Gamptotheca
acuminata) (Kunimoto, Nitta et al. 1987). lls sont largemartilisés, le plus souvent en
seconde ligne de traitement contre des cancergrésidtants.

L’irinotecan est un dérivé des camptothécines epescipalement utilisé dans le traitement
des cancers colorectaux métastatiques. Cet ageaatoxigue présente un métabolisme
extrémement complexe du fait d’'un grand nombre zdjeres impliquées dans son activation
et son élimination. Différentes études montrent dmemajeure partie de ces réactions
enzymatiques se déroule dans le foie. L’irinotecanCPT-11, subit dans un premier temps

une bioactivation par des carboxyestérases pourefiote sn38. Le sn38, considéré comme
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responsable de l'activité biologique, est cent Benfdis plus actif que le CPT-11. Cependant,
seul un faible pourcentage de CPT-11 est convertrs88, environ 2 a 5 %, le reste est
rapidement dégradé (Kawato, Aonuma et al. 1991).

Il est le plus souvent administré en combinaisatd\analogue de base, le 5FU. En effet, des
études cliniques montrent que son administratiatalu 5FU augmente le taux de réponse
objectif des tumeurs au traitement. De plus, laiar@de survie des patients est plus longue
et le risque de déces est diminué lors d’'un trat@nalliant a la fois lirinotecan et le 5FU
comparé au 5FU seul (Douillard, Cunningham et &002 Saltz, Cox et al. 2000).
L’irinotecan peut également étre administré seupemiere ligne de traitement lorsque les
patients ne tolérent pas le 5FU (Ychou, Raoul e2@0D2). Le taux de réponse des patients
atteints de cancer colorectal métastatique trpdésie I'irinotecan est cependant modéré (25
%,) et la médiane de survie de ces patients nesdépgaas 12 mois (Garcia-Carbonero and
Supko 2002).

D’autres études évaluent également I'efficacit€aealiplatine dans le traitement des cancers
colorectaux métastatiques. Ainsi, une étude damselie la combinaison de I'oxaliplatine et
du 5FU est utilisée, montre 'augmentation de iGef€ité du traitement par rapport au
traitement 5FU seul (Grothey and Goetz 2004).

1.3 Les thérapies ciblées associées aux inhilstdartopoisomeérases

L’introduction de nouvelles molécules thérapeutgjupermet aujourd’hui d’améliorer
I'efficacité du traitement du cancer colorectal astdtigue. Ces nouvelles thérapies
introduisent des molécules ciblant plus particelgent 'EGFR (Epidermal Growth Factor
Receptor). En effet, 'TEGFR est une cible potelgi@lour le traitement des tumeurs solides.
Son activation est associée a la prolifération da grogression tumorale. De plus son
expression est détecté dans de nombreuses tune¢ws,a 77 % des tumeurs colorectales
expriment 'TEGFR (Herbst and Shin 2002). Bien quaeglication de son expression semble
étre modérée dans sa valeur pronostic pour letnaitt des cancers colorectaux (Nicholson,
Gee et al. 2001), 'amplification du gene de I'EGFR#si que des mutations et des
dérégulations de sa voie de signalisation sont rokpd rapportées dans de nombreuses
tumeurs malignes. Deux types de molécules sontlaj@vés, les anticorps monoclonaux et
les inhibiteurs des tyrosines kinases. Les antgconponoclonaux ciblent le domaine
extracellulaire du récepteur, tandis que les indits des tyrosines kinases constituent de

petites molécules inhibant les domaines intracates.
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Récemment approuvé dans le traitement en monofikérapen association avec l'irinotecan
des cancers colorectaux métastatiques résistditgatecan (Cunningham, Humblet et al.
2004), le cetuximab (Erbitux) est I'anticorps moloo@al humanisé dont I'étude reste la plus
avanceée. En effet une étude clinique européenmhdee Il a permis de montrer l'intérét de
I'utilisation de cet anticorps en combinaison aV@motecan par rapport a un traitement
comportant uniguement cet anticorps. Le traitenm@mbtecan coupplé au cetuximab induit
un taux de réponse global de 22,9 % contre 10,866 B cetuximab en monothérapie. La
médiane de survie est également amélioré et passeddmnois pour le cetuximab seul a 8,6
mois (Cunningham, Humblet et al. 2004). Le cetuxinest également indiqué dans le
traitement des cancers colorectaux métastatiquesctd@ires au traitement par irinotecan et
oxaliplatine (Lenz, Van Cutsem et al. 2006).

Le cetuximab empéche la fixation de I'ensemble ldgsds et la dimérisation du récepteur
(Goldstein, Prewett et al. 1995; Li, Schmitz et2805). Il induit également I'internalisation et
la dégradation du récepteur aboutissant a sa diimmd’expression a la surface des cellules.
Le cetuximab inhibe de facon dose dépendante l#é@yadion cellulaire de plusieurs lignées
cellulaires tumorales, ainsi que de différentesoggeffes. Pour cela, il bloque les cellules en
phase G1 du cycle cellulaire, permet l'induction drogramme apoptotique et inhibe
I'angiogenése (Kim, Khuri et al. 2001). Il bloqugagéement le transport de I'EGFR jusque
dans le noyau, empéchant alors I'activation duésgst de réparation comme DNA-PK
(Dittmann, Mayer et al. 2005). En effet, 'TEGFR ¢aige la réparation des cassures de 'ADN
induite par les traitements de chimiothérapie (Friann, Caplin et al. 2006). Actuellement
les génes impliqués ne sont pas clairement défimass plusieurs génes du systéme de
réparation NER, comme ERCC1, ou du NHEJ comme |BA-PKcs, semblent étre
impliqués (Szumiel 2006). D’'autre part, le cetuximest une IgGl et active la réponse
immunitaire cytotoxique dépendante des anticorpglianant ainsi son efficacité dans la
destruction des cellules tumorales (Mellstedt 20@Bautres anticorps monoclonaux sont
actuellement en essai clinique de phase Il/lll dengraitement des cancers colorectaux
métastatiques, comme le panitumumab et le matuzubegblus étudié est le panitumumab, il
inhibe comme le cetuximab la liaison du ligandlswécepteur et entraine l'internalisation du
récepteur et empéche I'activation des domainessityeokinase. Cependant, l'internalisation
du récepteur n'est pas suivie de sa dégradatiocetetanticorps humain n’induit pas de
réaction immunologique (Yang, Jia et al. 2001).

D’autres traitements combinant a la fois le cetabmet [lirinotecan avec ou sans

bevacizumab (Avastin), sont actuellement évaluéss dies essais cliniques européens de
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phase Il. Le bevacizumab est un anticorps dirig#treole VEGF, protéine impliquée dans
'angigenése. Une étude précédente, portant sumoorbre restreint de patients résistants au
traitement par irinotecan et oxaliplatine et préapehune faible expression de 'EGFR, montre
que les pateints traités par irinotecan coupléesuxanab présentaient une forte inhibition du
taux de VEGF circulant. Le traitement avec le cetiab inhiberait également I'angiogénese
induite dans I'environnement tumoral expliquanftfiacité de ce traitement, y compris chez
des patients ou 'EGFR n’est pas exprimé par |dsles tumorales (Vincenzi, Santini et al.
2006). Les premiers résultats semblent encouragieaintindiquent que ['utilisation du
bevacizumab en combinaison avec le cetuximab enhdtecan, est plus efficace que
cetuximab/irinotecan seul.

Ainsi, 'ensemble de ces résultats montre querkitetnents combinés sont tres certainement
I'avenir du traitement du cancer colorectal métagta. Cependant, malgré leur efficacite, le

mode d’action de ces nouvelles thérapies cibléesotisellement mal compris.

Il.4 Conséquences de l'inhibition des topoisomésdse

L’irinotecan s’associe avec le complexe de clivadpN/topoisomérase 1. Ce complexe dit
ternaire empéche la religation des brins coupés ldtération de I'enzyme générant alors une
cassure simple brin de I'ADN. Sous cette formetal® de religation de I'ADN est
extrémement ralentie, mais n’est cependant patetotat inhibée, permettant au complexe
d’étre réversible. La toxicité du sn38 n'apparaitag moment de la phase S lors de la
réplication de I'ADN. Ainsi, la génération des aass simples brins et la collision des
fourches de réplication avec les complexes tersaont responsables de I'inhibition de la
prolifération cellulaire (Carboni and Coderoni 1994a réplication est irréversiblement
stoppée. Elle s’accompagne du décrochage de la imesich réplicationnelle et de la
génération de cassures doubles brins (Strumbdaog &ial. 2000) (Pommier 2006).

Les topoisomérases de types 1 sont également indgliq dans la régulation de la
transcription. Elles éliminent les supertours gésélors de I'élongation. Elles diminuent
également l'initiation de la transcription en irggissant avec TFIID indépendamment de son
activité sur la topologie de 'ADN (Rossi, Labouriet al. 1996). Elles joueraient également
un réle de cofacteur dans I'épissage des ARNm {S@abut et al. 2003). De la méme
maniere que lors de la réplication, la formation aumplexe ternaire induit l'arrét de la
transcription en cours (Mao, Sun et al. 2000; Dedaang et al. 2003). Ainsi, I'inhibition des

topoisomérases de type 1 pourrait a la fois alt@r&anscription et la réplication en générant
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des cassures simples et doubles brins. La celtuolare pas la présence de ces cassures au
sein de la molécule d’ADN, il existe donc des sy permettant la détection et la

réparation de ces lésions.

[l Réponses au traitement

[1l.1 Détection des cassures : le systeme ATR/ATM

Lors de I'induction de dommages de I’ADN, une vdessignalisation s’organise au sein de la
cellule. La premiére étape implique la détectionla&sion, puis le signal est transmis aux
transducteurs via des médiateurs.

Bien que les détecteurs des cassures de 'ADN mntspas encore tous identifiés, de
nouvelles avancées ont été réalisées dans la cbemwmién de l'activation du point de
contr6le de I'état de 'ADN. Les protéines ATR/ATKAtaxia Telangiectasia and RAD3
related/Ataxia Telangiectasia Mutated) sont desda@s essentielles a I'activation de ce point
de contréle ainsi qu'a I'induction des systemesrégaration ou I'apoptose. La figure 23
illustre I'activation de ces différentes protéines de cassures de I’ADN.

ATM est une protéine de 350 kDa appartenant analleades PIKKs (Phosphatidil-Inisitol 3
Kinase like Kinase). La mutation de cette protécteez 'Homme, se traduit par le
développement d’'une maladie, I'ataxia telangieata€iette maladie, autosomique récessive,
se caractérise par une dégénérescence cérébralamumunodéficience et une instabilité
génétique ainsi qu’une prédisposition aux cancgingdg¢h 1997). Les cellules n’exprimant pas
ATM sont viables, les patients et les souris préesgrcette mutation survivent, indiquant que
cette protéine n'est pas indispensable au cyclanalordes cellules, ainsi qu'a leur
différentiation (Shiloh and Kastan 2001). En coiaditphysiologique, I'activité de la kinase
est peu détectable, elle augmente en revanchedéitinduction de cassures double brin.
Cette réponse rapide semble étre dle a une madudificde la topologie de 'ADN au site de
la lésion. La phosphorylation intramoléculaire Busérine 1981 se traduit par la dissociation
des dimeres d’ATM. Elle permet également aux monmemé&l’interagir avec d’autres
protéines au site méme de la Iésion (Bakkenistkasilan 2003). Chk2 est une des protéines
activées au site de la cassure par ATM et est eapdt exportée du noyau (Lukas, Falck et

al. 2003). ATM peut également interagir avec desitprotéines comme BRCAL, Nbsl
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(Nijmegen breakage syndrome 1), ou encore p53 (Bamoyal et al. 1998; Canman, Lim et
al. 1998; Cortez, Wang et al. 1999; Lim, Kim et2400).

|

Détection de la cassure par Génération d'extrémités
medification topologique Cassure deuble brin simple brin
de I'ADN / \. par néaction enzymatique

Figure 23 : Activations distinctes des kinases AAWR lors de dommages de I’ADN induisant des cassures
doubles brins.

Les cassures doubles brins entrainent I'autophaglattion d’ATM et son activation. ATM phosphorylasuite

ces cibles et les active, notamment Chk2. ParalEhéntiaction de divers nucléases peut entraineédaction
d'une des extrémités de la cassure entrainant dkpparition de cassures simples brins et permetta
I'activation de la voie de signalisation impliqual\TR. Les extrémités simples brins sont stabilisgas les
protéines RPA favorisant le recrutement des dimAmER/ATRIP. Le recrutement d’'autres médiateurs comme
Rad1-Rad8-Husl permet I'activation de Chk1 (Bartek,dsuét al. 2004).

Au contraire d’ATM, les souris déficientes pour ATReurent prématurément au cours de
I'embryogenese (Brown and Baltimore 2000). La niatatde ce gene entraine une perte
partielle d’'activité de I'enzyme, également retréevchez des patients porteurs du Seckel
syndrome (O'Driscoll, Ruiz-Perez et al. 2003). CanmATM, ATR est capable de
phosphoryler des résidus serines et thréoninegiauddun motif SQ/TQ (Ali, Zhang et al.
2004). Cependant aucune modification de l'actikilgase de ATR n’est observée lors de
'induction de dommages de I'ADN, suggérant plutdte relocalisation cellulaire de la
protéine (Barr, Leung et al. 2003). ATR est impégulans la détection des cassures simples

brins mais les cassures doubles brins peuvent Bassver. En effet, un raccourcissement
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d’'une des extrémités de la cassure double brin-gteeitobservé aboutissant a la formation
d’extrémités simple brin au niveau de '’ADN. Lesnisrlibres sont alors pris en charge et
recouverts par la protéine RPA (Replication prot#®)nCette protéine permettrait ensuite le
recrutement des protéines ATR via la fixation ddnétliméeres ATRIP-ATR (ATR Interacting
Protein) (Zou and Elledge 2003). Le recrutementuti&s médiateurs permettrait la
phosphorylation des substrats d’ATR et I'activatoiun point de contréle par I'intermédiaire
de Chk1l (Zou and Elledge 2003). La figure qui 8lustre I'activation de facon distincte des
protéines ATM et ATR.

Malgré I'absence de données sur les systemes pannda détection des dommages de
I’ADN, les kinases ATM/ATR apparaissent comme lest@ines clés de la transduction du
signal et activent différentes voies de signalisatiLes protéines Chkl et Chk2 sont les

effecteurs de ces réponses.

[11.2 Activation du point de contrdle : Chk1/Chk2

Les protéines Chkl et Chk2 sont des protéines egérn@éonine kinases activées lors de
dommages de 'ADN découvertes chez la levure (Wahydavey et al. 1993; Murakami
and Okayama 1995). Elles sont toutes deux actpaekes kinases ATM/ATR.

En réponse aux cassures doubles brins ATM phoslgh@hk2, dans son domaine de
régulation localisé en N terminal, sur la thréonigé@ Cette phosphorylation entraine
I’'homodimérisation et 'autophosphorylation de Chk2

Chk1 est un substrat a la fois pour ATR mais égatgnpour ATM. Ces deux protéines
ciblent les sérines 317 et 345 de Chkl, entrailiantivation directe de cette derniére.
D’autres facteurs régulent également son activatptimale comme, BRCA1 (Yarden,
Pardo-Reoyo et al. 2002), la claspine (Kumagai Rndphy 2000) ou encore le complexe
Rad9-Rad1-Husl et Radl7 (Weiss, Matsuoka et aR;206u, Cortez et al. 2002).

Ces deux protéines régulent toutes deux des pruEessmmuns, comme la réplication
(Syljuasen, Sorensen et al. 2005; Liu, Barkleyl.e2@06), la réparation, ou le remodelage de
la chromatine (Groth, Lukas et al. 2003; Krausendtagadda et al. 2003). Afin de permettre
la propagation rapide du signal a partir du sitdadEsion aux autres protéines du point de
contréle, la protéine Chk2 est redistribuée dans l® noyau apres son activation, et elle ne
s’accumule pas au niveau des foci de 'ADN, celgudistingue de Chk1 (Lukas, Falck et al.
2003; Lukas, Lukas et al. 2004).
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Les protéines ATM/ATR sont donc des transductessemtiels de la réponse aux dommages

de I'ADN. Les protéines Chk1 et Chk2 sont les dffeacs de leur réponse.

[11.3 Conséquences de l'activation de la voie ATMIRRA et Chk1/Chk2

La figure 24 qui suit récapitule I'ensemble des s#Bmuences de l'activation de la voie
ATM/ATR, Chk1/Chk2. Elle induit ainsi l'arrét du cle cellulaire et I'apoptose mais
également l'activation des systemes de répardeéaemodelage de la chromatine et I'arrét de

la réplication qui ne seront pas développés ici.

Cassure simple brin

Cassure double brin

: o _ Réplication
Y7AAANN Lo e UG
Mre11-Rad51 - Nsb1 RadR-RedL Pk
RndlI- RCF
ATM - ATR
'ros . .
: Chk2 )
Inhibition de c¢dc254,C par Inhibition de c¢dc254 ,C par
phosphorylation respective de phosphorylation respective de
5123 et 5216 - . 5123 et 5216

Activation et stabilisation de Arrét du CYCIe cellulaire Activation et stabilisation de
p53 par phesphorylation de p53 par phosphorylation de

520 520, 56,59 et T1B

Phosphorylation de HZAX sur 5139 - 5 Phosphorylation de H2ZAX 5139
et BRCA1 Réparation et BRCA1
Activation de p53 par phesphorylation
de 515 Activation de p53 par phospherylation
Phosphorylation de PML sur 5117 APOPTOSG de 515
et E2F1 cur 5354
Inhibition de TLK1,2 par - Inhibition de TLK1,2 par
phosphorylation de 5695 Remodelage de la chromatine phosphorylation de 5695
Arrét de la réplication Inhibition de cdc45

Figure 24 : Activation de la voie ATM/ATR, Chk1/Chk2ses conséquences.

Les dommages survenant sur la molécule d’ADN emdrdil'arrét du cycle cellulaire, de la réplicatiat du
remodelage de la chromatine. lls induisent paei@nt I'activation de la réparation et de I'apoptogS,
sérine), (Zhou and Bartek 2004).
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[11.3.a Arrét du cycle cellulaire

Les protéines Chkl, Chk2 et ATM/ATR sont étroitemnampliquées dans la réponse aux
dommages cellulaires. Ainsi, I'activation de ceféétdentes protéines se traduit par un arrét du
cycle cellulaire. La protéine Chkl phosphoryle tatgine cdc25A sur la sérine 123. Cette
phosphorylation permet la création d’'un site désdia pour la protéine 14.3.3 qui inhibe
I'activité de phosphatase de cdc25A, I'exclue dwyawo et favorise sa dégradation par
ubiquitination (Chen, Ryan et al. 2003). En congége, cdc25A ne peut déphosphoryler
cdk2 et cdkl, les cellules s’arrétent alors en ela%, S et G2 (Mailand, Falck et al. 2000;
Mailand, Podtelejnikov et al. 2002). Chk1 peut égant phosphoryler cdc25C sur la sérine
216 et prévient alors son activation en phase Gieant I'absence d’activation de cdkl
(Peng, Graves et al. 1997; Dalal, Schweitzer €1399). Ainsi, I'inhibition de cdc25 par les
kinases Chl1/Chk2 induit l'arrét du cycle celluéair

L'arrét du cycle cellulaire dépend également dectiation de p53. La présence de
dommages au niveau de '’ADN induit sa phosphomytatians le domaine de transactivation
au niveau des sérines 15 et 20 (Chehab, Malikzagl.€1999). Les protéines Chk1/Chk2
phosphorylent en effet p53 en réponse aux radmtionisantes sur la sérine 20 (Chehab,
Malikzay et al. 1999; Unger, Juven-Gershon et 889). Chkl peut également phosphoryler
p53 sur les sérines 6 et 9 et sur la thréoninené8eissitant préalablement la phosphorylation
de p53 sur la serine 15) (Unger, Juven-Gershoih é989; Higashimoto, Saito et al. 2000;
Sakaguchi, Saito et al. 2000). Ces phosphorylagomgéchent la liaison de mdm2 sur p53 et
favorisent ainsi sa stabilisation. Cette stabilisatie p53 est indispensable a I'arrét du cycle
cellulaire induit par les dommages de I'ADN. La tg@ioe p21 est la principale cible de p53,
elle entraine un arrét un phase G1 ou G2 du cyilelaire (Waldman, Lengauer et al. 1996;
Andreassen, Lacroix et al. 2001).

Ainsi, les dommages de I’ADN induisent I'arrét dycle cellulaire. lls modulent également
I'accessibilité de la chromatine au complexe trapsonnel et la réplication qui ne seront pas

développés ici.
[11.3.b Induction de la mort cellulaire
Les cassures de 'ADN activent également le progranapoptotique par I'intermédiaire de

p53. ATM et ATR phosphorylent aussi p53 sur lareerl5 (Tibbetts, Brumbaugh et al.

1999). Cette phosphorylation ne participerait pesctement a la stabilisation de mdm2 mais
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est en fait nécessaire pour la phosphorylationtcéaurésidus sérines, comme la sérine 46
localisée dans le domaine de transactivation (TibpeBrumbaugh et al. 1999; Saito,
Goodarzi et al. 2002). La phosphorylation de p53css résidus permet de stabiliser p53 sur
des promoteurs des génes pro-apoptotiques commdRib3et de recruter des HATs et des
coactivateurs (Dumaz and Meek 1999). Elles poumtaégalement permettre a p53 de
recruter des protéines indispensables a l'actiwaties genes pro-apototiques comme JMY
(Junction-mediating and regulatory protein) ou A§RPoptosis-stimulating protein of p53)
(Shikama, Lee et al. 1999; Samuels-Lev, O'Connail.€2001). La protéine mdm2 peut étre
phosphorylée par ATM réduisant sa capacité a iedlér dégradation de p53 par le
protéasome (Maya, Balass et al. 2001). Ainsi Retton de p53 entraine linduction de
I'apoptose (figure 25).

3 Membrane plasmique
—~
Cytoplasme
&€ ','-_'_\éqspn:e 2
|—'__‘_“=-
— BXL > - Protéi
nn+inp:;+‘::;:|:es
+ Protéines
proapoptotiques
Apafl
Mitochondrie Easpase 2 Mitochondric
Voie des caspases
Voie apoptotique dépendante de p53 Voie apoptotique indépendante de p53

Figure 25 : Induction de I'apoptose lors des domesate I’ADN par une voie dépendante et indépendimte
p53.

La protéine p53 est phosphorylée sur la sérineat ApM/ATR, Chk1/Chk2 et permet sa phosphorylationlaur
sérine 46. p53 active alors la transcription degegéro-apoptotiques comme Bax, Puma, Noxa ou ¢epteurs

de mort comme CD95 (FAS). p53 peut également stintaleort des cellules indépendamment de son #ktivi
transcriptionnelle en interagissant physiquemengécades protéines de la famille Bcl-2, entrainant la
neutralisation des protéines anti-apoptotiques cenBul-2 ou BcIXL et/ou en activant les protéines pro-
apoptotiques comme Bax, Bak. L'apoptose peut aussir&tuite indépendamment de p53. Cette voie mgien

la protéine p73, mais également Nur77, et la caspdghivotovsky and Kroemer 2004).
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D’autre part, Chk2 activerait I'apoptose indépendent de p53 en phosphorylant
directement des facteurs comme PLM et E2F1 (Yanm &t al. 2002; Stevens, Smith et al.
2003). L’activation de E2F1 active alors la traision de p73. Cette derniére se fixe ensuite
sur le promoteur des genes pro-apoptotiques comum@PBax ou Noxa entrainant alors le
relargage du cytochrome c par I'intermédiaire d&.Ra protéine Nur77, récepteur nucléaire
orphelin, serait également impliquée dans l'indutiie I'apoptose par une voie indépendante
de p53 mais le mode d’activation de cette protéisée pour I'instant inconnu. Elle régule la
transcription de génes présentant des élémentépiamse pour les facteurs de transcription
E2F1. Elle pourrait ainsi favoriser son activit®@4apoptotique. Elle favoriserait également la
libération du cytochrome c de la mitochondrie eteriagissant avec Bcl-2. Elle modifierait
I'activité de Bcl-2, en lui permettrait d’acquétine activité pro-apoptotique (Lin, Kolluri et
al. 2004). La caspase 2, seule pro-caspase préasammseles cellules de facon constitutive et
régulée par le facteur E2F1, est également actowéedes dommages de I'’ADN et favorise
également le relargage du cytochrome c directemanten activant les protéines pro-
apoptotiques (Lassus, Opitz-Araya et al. 2002; Rebr, Gogvadze et al. 2004).
Contrairement a l'apoptose et a la sénescence apstituent une réponse des cellules
normales aux dommages de I'ADN, la catastrophetigite est une réponse des cellules
présentant plusieurs points de contrble défectuBexdéfinition est assez difficile tant sur le
point morphologique que sur les protéines impligudans sa régulation. La catastrophe
mitotique est une forme particuliere de mort calkd par apoptose survenant lors d’'une
mitose défectueuse. Elle résulte d’'un défaut diaton de différents points de contréle,
notamment le point de contrble de I'état de ’ADiervenant lors de la transition G2/M et le
point de contrdle du fuseau mitotique. Elle se c@rise essentiellement d’'un point de vue
morphologique par I'apparition de micronoyaux et dBromosomes non condensés
(Roninson, Broude et al. 2001). La figure 26 qui eeprésente toutes les étapes menant a la
catastrophe mitotique. La catastrophe mitotiquevient lorsque les cellules entrent
prématurément en mitose avant la réparation compiets dommages et la fin de la
réplication de I'ADN. Cette entrée prématurée eriog@ est associée a une mauvaise
répartition des chromosomes qui mene a l'activadiompoint de contréle du fuseau mitotique.
L’activation de BubR1, Mad2 et Bubl maintient al¢é'8PC/C sous forme inactive. La
séparation des chromosomes et la sortie de mitoseate sont inhibées en partie grace au
maintien du complexe cycline B/cdkl actif. Les gl sortent prématurément de la mitose
au moment de la transition métaphase/anaphasedaisémt le programme apoptotique

indépendamment de la présence de p53 menant aatkfsications associées a la catastrophe
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mitotique. La mort des cellules traduit notammear Pactivation de la caspase 2, la
dépolarisation de la membrane mitochondriale, ltiesdu cytochrome c et I'activation des
caspases 9 et 3 (Castedo, Perfettini et al. 2004).

A ‘ [} ] ‘ 5 ‘ G2 ‘ Prophase | Prométaphase }\Mhpl’ms* Anaphase | Télophase | &1 ‘
Dommages de I'ADN
B ‘ 61 ‘ s [ 62 ¢
Point de contrile
G2/M
ATM/ATR, Chkl/Chk2
Dommages de I'ADN Fuseaux mitotiques
anormaux
Sortie précoce
i& ¥ % ¥ de mitese
: | 1 : Ancuploidie
s ; 61 neuploidie,
¢ o] s [ or Orerhese tromitephese virepheed® —, O L2l
de I'ADN,
X X J des centrosomes
Point de contréle Point de contréle Point d ndl
G2/M du fuseau mitetique ;m . e.:o:. role
ATM/ATR, Chkl/Chk2 BubR1l, Mad2 astomireTime
Apoptose Apoptose
indépendante de p53 dépendante de p53

Figure 26 : La catastrophe mitotique, mort desutetl tumorales par apoptose durant une mitose faifgar

A. Mitose et interphase en conditions normales.

B. Activation du point de contrdle de 'ADN lors demmages de I’ADN survenant lors de la réplication.
C. Catastrophe mitotique survenant lors de I'abseincpoint de contrdle de I'ADN et du point de cofdrdu

fuseau mitotique (Castedo, Perfettini et al. 2004).

En revanche, I'absence de cette induction lors’idkibition de ce point de contrble du
fuseau, aboutit a une séparation asymeétrique desndsomes a l'origine de I'aneuploidie.
Les cellules sont alors soumises au point de clenfp6st-mitotique dépendant de p53 ou
point de contréle de tétraploidie. Ainsi, dansdebBules ou p53 est active, I'activation de p21
entraine un arrét définitif des cellules en phasee@péchant ainsi la propagation des erreurs
apres la mitose et I'aneuploidie (Mantel, Brauralet1999; Andreassen, Lohez et al. 2001).
En absence de p53, les cellules sont donc incapal@estopper le cycle cellulaire. Elles
entrent donc de nouveau dans le cycle cellulagréptiquent leur ADN et leurs centrosomes,
malgré lI'absence de ségrégation des chromosomesy@a précédant, menant alors a

I'aneuploidie des cellules. Des modifications sonam dans les genes régulant la catastrophe
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mitotique sont donc associées a I'apparition destunsr Ainsi, les modifications des protéines
régulant le déroulement de la mitose comme les, Riksprotéines Neks, les kinases Aurora
ou les protéines du point de contrble du fuseawtmiie pourraient étre impliquées dans
'absence d'induction de la catastrophe mitotiqgiReu de données sont actuellement
disponibles sur l'implication de ces protéines déimhibition de la catastrophe mitotique.
Néanmoins, comme nous l'avons souligné dans ce seahua surexpression de la protéine
Aurora A, retrouvée dans de nombreux cancers (Beoy et al. 1997), est associée a un
défaut de fonctionnement du point de contréle G&Mdu point de contréle du fuseau
mitotigue menant a I'endoréplication et a l'ampgiliion des centrosomes. De plus,
I'inhibition de p53 dans ces cellules augmente leénptype, laissant alors supposer I'absence
d’induction de la catastrophe mitotique dans cdlsles (Meraldi, Honda et al. 2002).
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Objectifs des travaux

Les dommages de 'ADN engendrés par les traitememitsiothérapeutiques induisent un
arrét du cycle cellulaire associé a l'activatiorurd’ programme de mort, I'apoptose, la
sénescence ou la catastrophe mitotique. Ceperslantllules tumorales mettent en place de

nombreuses modifications pouvant altérer I'induttie ces différentes voies.

Aurora A est une protéine kinase clé impliquée darderoulement de la mitose et localisée
au niveau des centrosomes. Son expression estutEgégans de nombreux cancers
notamment dans le cancer colorectal. Sa surexpressimble contribuer a la résistance aux
molécules ciblant le point de contréle du fuseatotigue, comme le paclitaxel (taxol). La

littérature souligne l'importance de la dérégulatate la kinase Aurora A et montre que la
surexpression de son ARNm, de la protéine ou I'doglion de son gene sont associées au
développement des tumeurs. Quelques études petteta régulation de la dégradation de la
protéine et semblent ainsi impliquer la stabilmatde la protéine dans sa surexpression.
Cependant peu de travaux portent sur la réguldtamscriptionnelle du gene. D’autre part

quelques études semblent également impliquer &ettese dans la résistance des cellules
tumorales aux traitements. Nous nous sommes dornéregsés a la régulation

transcriptionnelle d’Aurora A ainsi qu'a son img@ton dans la résistance des cellules en

réponse a un inhibiteur de topoisomérases |, ténan (sn38).

Dans un premier temps, nous avons étudié I'expresde la protéine et sa localisation en
réponse a un traitement au sn38 au cours du cwllelaire. Puis, nous avons observé
I'expression de 'ARNmM et nous nous sommes attasdésa régulation du promoteur du gene
d’Aurora A lors d'un stress entrainant des dommadeslI’ADN, dans les conditions
physiologiques et lors de l'activation de I'oncogdRas. Enfin, dans le but de transférer les
résultats de la recherche fondamentale vers laerelol clinique, nous avons étudié
I'expression d’Aurora A directement au sein desdurs colorectales grace a deux approches

différentes, la RT-PCR quantitative et I'immunobdtimie.

87



Les inhibiteurs de Topoisomérases | inhibent I'expreson
d’Aurora A par l'intermédiaire du facteur de

transcription c-myc
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Matériels et méthodes

| Culture cellulaire et réactifs

Les lignées cellulaires tumorales colorectales, HIBI et HT29 et HCT116 p21-/- sont
cultivées en RPMI-1640 supplémenté de 10 % de S¢Fu(n de veau fcetal). Les cellules
HCT116 et HT29 proviennent de 'ATCC (American Ty@elture Collection). La lignée
tumorale colorectale HCT116 p21-/- dans laquebedieux alleles du gene de p21 sont délétés
par recombinaison homologue est un don du Dr B.elagin (Waldman, Kinzler et al.
1995). La lignée colorectale LS174T transfectééaden stable avec un plasmide codant pour
un répresseur (LS174T R1) est cultivée en RPMI-1648plémenté de 5 % de SVF et 10
png/ml de blasticidine (Sigma). La lignée coloreetaS174T transfectée de facon stable avec
le répresseur et le plasmide pTER inductible carierdeux ARNSs interférents (RNAI)
différents de c-myc (LS174T #1 et LS174T #2) edtivetie en RPM1-1640 supplémenté de 5
% de SVF, 10 pug/ml de blasticidine et 500 pg/mkéecine (Sigma). L’ajout de doxycycline
entraine une modification de conformation du répas qui ne peut alors plus inhiber le
plasmide pTER, et permet l'induction du RNAI. Cedlides sont un don du Dr H. Clevers
(van de Wetering, Oving et al. 2003). Les lignéeblses HT29R1/TO et HT29R1/Ras sont
cultivées en RPMI 10 % SVF en présence de, reyeactint, 10 pg/ml de blasticidine ou 10
png/ml de blasticidine et 500 pg/ml de zéocine. k&wmble des cellules est cultivé en
incubateur a 37°C sous 5 % de £ atmosphere humide.

Les transfections transitoires et stables soniséxsd en présence de Lipofectamine 2000
(Invitrogen) en suivant les recommandations du id@iant. Les plasmides pEGFPCS3,
PEGFPC1-Aurora A et Aurora A-luc sont un don du@rPrigent. Les 1400 nucléotides en
amont du site initiateur de la transcription durpoteur d’Aurora A sont clonés en phase avec
le géne codant pour la luciférase et corresponglasmide Aurora A-luc. Les mesures
d’activité luciférase sont réalisées a I'aide d&xctifs du kit Promega E1910.

Le test de MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5pthienyl tetrazolium) est utilisé pour
évaluer la viabilité des cellules tumorales coltalxs. Ce test permet d’évaluer I'activité
enzymatique mitochondriale des cellules vivant@scdloration obtenue est proportionnelle &
I'activité mitochondriale ainsi qu’au nombre delgkds vivantes. Les cellules sont semées en

plaques 96 puits en RPMI 3 % SVF en présence owadhpg/ml de tétracycline. Aprés 24
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h de culture, des dilutions en série de sn38 smisees en RPMI 3 % SVF et ajoutées sur les
cultures cellulaires. La premiere concentratiorsa@8 ajoutée est de 100 ng/ml. Les cellules
sont ensuite incubées pendant 72 h dans l'incubdteuéactif MTT & 500 ng/ml est ensuite
ajouté pendant 3 h sur les cultures cellulaires.dadlules vivantes métabolisent le MTT et le
transforment en cristaux violets de formazan. Amliésolution des cristaux avec du DMSO,
I'absorbance est mesurée a 550 nm et le pourcenkagrirvie est calculé selon le calcul

suivant :

Pourcentage de survie(DO 550 nmStimulée / DQso nmcontréle) x 100

Les anticorps secondaires couplés a la peroxydase ebtenus chez Santa Cruz
Biotechnology et les anticorps secondaires utilipéar la fluorescence chez Molecular
Probes. L'anticorps monoclonal dirigé contre Aurératilisé en western blot et celui utilisé

en immunohistochimie sont un don du Dr C. Prig&remet, Descamps et al. 2003). Les
anticorps primaires utilisés ainsi que leurs domsid’applications sont répertoriés dans le

tableau 2 suivant.

Tableau 2 : Anticorps commerciaux utilisés et lapplications.
SC Santa Cruz Biotechnology, T Sigma, A Molecular BspWB western blot, ChlP immunoprécipitation de

chromatine, IF immunofluorescence, HRP Horse RadishxX¥tdase.

Anticorps primaires Référence Anticorps secondaires Applications
Phospho Ser 15 p53 SC-11764-R SC-2004 HRP WB
p33 5C-98 S5C-2005 HRP wB
c-myc SC-764 SC-2004 HRP WB et ChIP
p2iwafl 5C-397 5C-2004 HRP WB
ARIE';?;:;?::SCZ o 5C-899 SC-2004 HRP ChIP
ARKE-1/ Aurora A 5C-14321 A21468 Alexa 594 IF
Ras 5C-29 SC-2005 HRP WwB
tubuline ¢t T9026 SC-2005 HRP WB
tubuline y T6337 A21200 Alexa 488 ¥
Phospho Ser 727 STAT3 SC-21876 SC-2354 HRP WB
STAT3 SC-482 SC-2004 HRP WB et ChIP
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Il Synchronisation cellulaire et analyse par cytom#ie de flux

[1.1 Synchronisation cellulaire

2. 10 cellules sont semées en boite 10 cm en RPMI 3 % 8Wtraitées avec 2 mM
d’hydroxyurée A (OH-U) pendant 15 h, entrainant¢amulation des cellules en phase G1 du
cycle cellulaire, puis lavées et remises en crassgendant 9 h avec du RPMI 3 % SVF
(OH-U+R). La synchronisation des cellules est dilée par cytométrie de flux (FACScan,

Becton-Dickinson).

1.2 Analyse par cytométrie de flux de la quantitADN

Pour cette analyse, 1. °%@e cellules sont utilisées, lavées en PBS 0,1 %ehves fixées a
I'éthanol 70 %. Les cellules sont ensuite traitéesc 10 pg/mL de RNase (Sigma) pendant
45 min a 37°C et marquées avec 50 pg/ml d’iodurerdeidium dilué dans du PBS 0,1 %
Tween. L’'analyse de la quantité d’ADN de 10000 weB est réalisée a I'aide du logiciel
WinMDI.

[l Préparation des lysats cellulaires pour une anlyse par western blot

2. 10 cellules sont semées en boite 10 cm en RPMI-16%0/F et stimulées au sn38 &10
ng/ml pendant 24 h, 48 h et 72 h. Aprés deux lavagePBS froid, les cellules sont lysées
dans un tampon de lyse contenant, 25 mM HEPES pH3D0 mM KCI, 0.2 mM EDTA,
10% glycérol, 1 % Nonidet P-40 (NP-40), 1 mM phemsthylsulfonyl fluoride (PMSF), 5
mM sodium orthovanadate (NaO), 5 mM sodium fluoiNaF), 2 pg/ml leupeptine, 5 pg/mi
aprotinine, 1 ug/ml pestatine). Aprés 30 min d’ipation a 4°C, les lysats sont centrifugés a
12 000 g pendant 10 min, et les extraits sont inatéchent utilisés ou conservés a -80°C.
Les extraits sont dosés a l'aide du réactif BCAtgiroassay (Pierce) et la méme quantité de
protéine est soumise a une électrophorese suréeturant d’acrylamide/bisacrylamide a
10%. Aprés migration et électrotransfert des pna®i sur une membrane de PVDF
(polyvinylidéne) en milieu semi sec, les membrasest saturées avec 5 % de lait en TBS
(TRIS 10 mM pH 8, 150 mM NacCl) supplémenté de G@Fween et hybridées pendant une
nuit a 4°C avec les différents anticorps primaideka concentration de 200 ng/ml. Apres

plusieurs rincages au TBS supplémenté de 0,05 %efiwes membranes sont hybridées avec
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I'anticorps secondaire couplé a la peroxydase aghl puis révélées a I'aide du ChemiDoc
XRS (Bio-Rad).

IV Extraction d’ARN, rétrotranscription et PCR quan titative

Les extractions d’ARN totaux sont réalisées a &aildl réactif TRIzol (Invitrogen) en suivant
les recommandations du fabriquant puis les ARN sontifiés par lecture a 260 nm de la
densité optique et leur qualité est évaluée graaaaport de la densité optique 260/280. Les
ADN complémentaires (ADNc) sont synthétisés a palei 2 pg d’ARN par multi amorgage
aléatoire a l'aide de 1,3 pug d’hexamére aléatdigdangation pendant 1 h a 37°C en utilisant
la transcriptase reverse MMLV (Promega).

L’amplification des ADNCc est réalisée par PCR (R&scde Polymérisation en Chaine) en
présence de SYBR Green sur un thermocycleur Lighe€y(2239264, Roche Diagnostics
GmbH). Les PCR sont réalisées dans un volume qd t6mprenant 5 pl d’ADNc dilués au
trentitme, 500 mM de chaque amorce (MWG BiotechynM de MgC} et le tampon
LightCycler FastStart DNA Master SYBR Green | (Redhiagnostic) qui contient les dNTPs
et une HotSart Tag DNA Polymerase a 1x final. Leldau 3 répertorie I'ensemble des

amorces utilisées.

Tableau 3 : Séquences des amorces utilisées en RTgRghtitative.

ARNm analysé Amorce sens Amorce anti-sens

Amrora A SGATCAGCTGGAGAGCTTAAAY  S'GAGGCTTCCCAACTAAAAATS?
p21wafl SGCTCCTTCCCATCGCTIGTICAY  S'TCACCCTGCCCAACCTTAGAS?
GAPDH S GAAGGTGAAGGTCGGAGTCS’ 5’ GAAGATGGTGATGGGATITICS’

Aprés une dénaturation initiale de 10 min a 95%Cprogramme d’amplification de 40 cycles
est effectué (15 s a 95°C, 11 s a 55°C, 22 s a)72Za@c une lecture optique de la
fluorescence du SYBR Green en fin de chaque cyélergyation. Une courbe de fusion est
également réalisée a la fin de chaque cycle de 8@Rde s’'assurer de la spécificité des
amorces. Les résultats sont analysés par la méthdde Point » a l'aide du logiciel

LightCycler version 3.5.3 selon les recommandatidmdabriquant. Une dilution appropriée

de chaque ARN total, utilisée lors de la rétro $ription, subit également une amplification
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par PCR afin de vérifier 'absence d’ADNg dansédebkantillons. La quantification relative de
I'expression des genes est réalisée par la méttiwdemparaison des cycles seuit)(@ink,
Seeger et al. 1998). La GAPDH (glycéraldéhyde-3sphate déshydrogénase) est utilisée
comme gene de référence et le facteur d’ampliboaést calculé selon la formule suivante,
en considérant que l'efficacité d’amplification deaque PCR est proche de 100% (Favy,
Lafarge et al. 2000).

Facteur d’amplificatiors 2°4¢T

avecAACT = [Cr (gene)— Cr carpH)] stimule— [Cr (geney— Cr (GAPDH) ] controle
La moyenne des facteurs d’amplification est déteémiapres trois répétitions d’expérience.
V Expérience d’immunoprécipitation de chromatine (hIP)

Les expériences de ChIP sont réalisées comme egitcédemment par Barré et al. en
2003. Les cellules sont traitées a 60% de confliepais lavées en PBS. Les interactions
protéigues sont fixées avec du PBS 1% formaldélydempérature ambiante pendant 10
min. Apres plusieurs lavages au PBS froid, lesutes| sont lysées dans 500 pl de tampon de
lyse (1% SDS, 10 mM EDTA, 50 mM Tris-HCI pH 8.1niM PMSF, 5 mM NaF, 5 mM
NaO, 2 pg/ml leupeptine, 5 pg/ml aprotinine, 1 pgpestatine), et soniquées 5 fois 20
secondes en position maximale. Le surnageant estiterrécupéré apres centrifugation a
12000 g pendant 10 min a 4°C, puis dilué une feecau tampon de dilution (1 % Triton X-
100, 2 mM EDTA, 150 mM NacCl, 20 mM Tris-HCI pH 8.4) soumis a un prélavage pendant
2 h a 4°C avec 2 pg d’ADN de sperme de saumon( ¢tl 2le protéine A-sépharose (50 %
dans de I'eau). L'immunoprécipitation est réalipéadant la nuit a I'aide de 2 pg d’anticorps
spécifique ou d’'lg contrble en présence de 1 % BedBl. 2 ug d’ADN de sperme de saumon
et 20 ul de protéine A-sépharose (50 % dans de)l'sant ensuite ajoutés pendant 1 h a 4°C.
Les immunoprécipitats sont lavés séquentiellementdant 10 min a I'aide des tampons TSE
| (0.1 % SDS, 1 % Triton X-100, 2 mM EDTA, 20 mMi§4HCI pH 8.1, 150 mM NacCl),
TSE Il (0.1 % SDS, 1 % Triton X-100, 2 mM EDTA, 20M Tris-HCI pH 8.1, 500 mM
NaCl), et TSE Il (250 mM LICl, 1 % NP-40, 1 % déwhkolate, 1 mM EDTA, 10 mM Tris-
HCI pH 8.1). Les immunoprécipitats sont lavés uaekre fois avec du tampon TE (Tris 1
M, 0,1 M EDTA) et élués avec 1 % SDS, 100 mM NaHCDOss éluats sont ensuite chauffés
a 65°C toute la nuit pour reverser la liaison itelygar le formaldéhyde. L'’ADN est ensuite
extrait selon la méthode classique du phénol/cfdonee. Une PCR quantitative est réalisée
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en utilisant les conditions de PCR précédemmeéesitLa quantification relative est réalisée
selon la méthode de comparaison des seuils. Lagsigpnt utilisés comme standard de
normalisation et les facteurs d’enrichissement saftulés en adaptant la formule consacrée

au cas présent.

Facteur d’enrichissement24CT

avecAACT = [CT (région spécifiqgue)y™ CT (input)]lp spécifique™ [CT (région spécifiquey™ CT (input)] IP controle

Les amorces utilisées sont répertoriées dans lieatald qui suit.

Tableau 4 : Séquences des amorces utilisées lpmsxpériences de ChlP.

Région amplifiée Amorce sens Amorce anti-sens

ChIP Aurd

649 _381 S'GATGCCCCCTCACTATATGCS? SAGGAGAGAGCGGGATACCAAY

ChIP ExAurA

S'TAGTCTGGGCCTGGCTTCATCY  S'TCTGGAACTCCCGACCTCAY
+1555 +1756

VI Immunofluorescence et microscopie

Les expériences d'immunofluorescence indirecte seaitsées par croissance des cellules sur
des lamelles de verre la veille de la stimulatioes lamelles sont ensuite fixées pendant 10
min avec 4% de para formaldéhyde et perméabiliSéesn avec de I'éthanol 70%. Apres
lavage au PBS, les lamelles sont marquées aveticbams dirigé contre Aurora A (SC-
14321, dilution au 1:40) ou tatubuline (T6557, dilution au 1:100) puis avec &gicorps
secondaires, conjugués avec les différents fluosomohs, de Molecular Probes (A21200 et
A21468, dilution au 1:500). Les lamelles sont etesuiontées sur lame dans du PBS/50 %
glycérol. Les cellules sont ensuite observées acrostope a fluorescence Olympus et

analysées avec le logiciel Fluoview.
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Résultats

| Etude de I'expression d’Aurora A au cours du cyct cellulaire

Afin d’étudier I'effet des dommages de ’ADN sueXpression d’Aurora A, nous avons dans
un premier temps, déterminé les conditions optimptaur la détection de cette kinase (figure
27). La littérature nous montre en effet que I'egsion de cette protéine est cyclique. Elle
atteint un pic d’expression lors de la transitio2/[@ (Dutertre, Descamps et al. 2002;
Sugimoto, Urano et al. 2002). Les cellules en saoise présentent une faible ou une absence
d’expression de cette protéine, due a un faibleqemiage des cellules en phase G2. Ainsi,
pour observer la kinase Aurora A dans les meillewanditions, I'accumulation des cellules
en phase G2 du cycle cellulaire est indispensafifgdroxyurée A (OH-U) est un inhibiteur
de la ribonucléotide réductase. Cette enzyme iigietdans la synthése des nucléotides et son
inhibition par I'hnydroxyurée A entraine un défawd déplication de 'ADN associé a une
accumulation des cellules en phase G1/S du cydlidaiee. La lignée tumorale colorectale,
HCT116, est donc traitée pendant 15 h avec cettéaule. Une analyse par cytométrie de
flux de la quantité d’ADN est réalisée et une acglation des cellules en phase G1/S du
cycle cellulaire est alors observée (figure 27 @glle-ci est cependant réversible, puisque
I'élimination de I'hydroxyurée A du milieu de cufiiet la remise en croissance en RPMI 3 %
SVF, permet aux cellules de reprendre leur cycke synchronisation des cellules en phase
G2/M peut alors étre observée 9 h apres I'élimamatie I'hydroxyurée A du milieu, comme
le montre la figure 27 A. Parallelement a l'étude k& quantité d’ADN, l'analyse de
I'expression de 'ARNm d’Aurora A est réalisée fRf-PCR quantitative. L'expression de
'ARNmM d’Aurora A est normalisée a l'aide de I'exgssion de la GAPDH et comparée par
rapport au point traité a 'OH-U avant le renougsient du milieu (0 h). L'expression de
'ARNm d’Aurora A est donc maximale 9 h apres éliation de I'OH-U (0 h) du milieu
(figure 27 B). L'étude de I'expression de la prog&kinase Aurora A est également réalisée,
par western blot, dans les mémes conditions expétaes, et montre un pic d’expression 9h
aprés élimination de 'OH-U (0 h) du milieu de cué (figure 27 C). Le traitement des
cellules HCT116 avec de I'hydroxyurée A pendanhlpuis son élimination du milieu et la
remise en prolifération pendant 9 h (OH-U+R) peroret synchronisation en phase G2/M du
cycle cellulaire et I'observation du pic d’expresside I’TARNm et de la protéine Aurora A. Il
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constituera donc notre point de référence poundiétde I'effet des dommages de I'ADN sur
la protéine kinase Aurora A.

A

HCT116

Cellules er 0h 7h 8h 9h 10h 11h 12h
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Figure 27 : Expression d’Aurora A au sein de landig tumorale colorectale HCT116 au cours du cycle
cellulaire.

Les cellules sont traitées avec de 'OH-U pend&nh 10 h), puis 'OH-U est éliminé et le milieu delture est
remplacé par du RPMI 3 % SVF. Les cellules sontiemsécupérées aprées 7 h,8h,9h, 10 h, 11 h, 12

A. Cytogramme représentant le cycle cellulaire ddsiles HCT116 en croissance, traitées avec OH-b)) (@t
apres élimination de I'OH-U et renouvellement ddieni (7 h-12 h) (n=3).

B. RT-PCR quantitative réalisée sur les ARNm dealesll traitées dans les mémes conditions que dans la
figure A et B. Les ARNm d’Aurora A sont normalisé$ade de la I'expression de la GAPDH et I'expressi

de '’ARNm d’Aurora A est comparée par rapport aunptraité a I'OH-U (0 h) (n=3).

C. Immunodétection de la protéine Aurora A et detlibuline au cours du cycle cellulaire par westelwt

apres traitement a 'OH-U (0 h) puis éliminationld®H-U et renouvellement du milieu (7 h-12 h) (§=3

96



L’expression maximale de 'TARNm Aurora A, au couls la phase G2 du cycle cellulaire,
observée dans notre étude peut étre due a unésstiadm de '’ARNmM ou & une augmentation

de I'activité transcriptionnelle au niveau du prdew de ce gene.

Il Effet d’'un traitement au sn38 sur I'expression dAurora A

Afin d’étudier I'effet des dommages de I’ADN sueXpression d’Aurora A, la molécule
active de lirinotecan, le sn38 est utilisé surlignée tumorale colorectale HCT116. La
progression du cycle cellulaire des cellules HCTé&46suivie par cytométrie de flux, lorsque
les cellules sont en croissance, aprés synchramsah G2/M a I'hydroxyurée A comme
précédemment décrit, ou apres traitement au siip#€f28 A). La stimulation au sn38 induit
une accumulation des cellules en phase G2/M duecgellulaire, au bout de 48 h de
traitement (figure 28 B). Parallelement, I'étude l@xpression de la protéine Aurora A au
cours de cette stimulation est réalisée. L'expogssi’Aurora A est confirmée par western
blot dans les cellules synchronisées lors de lasiian G2/M par un traitement a
I'hydroxyurée A. Cependant, les dommages de 'ADNuisent une diminution d’expression
de la protéine Aurora A. En effet, lors d’'un traitent au sn38, molécule entrainant des
dommages de 'ADN en inhibant I'ADN topoisoméras@eéndant 24, 48 et 72 h, la quantité
de protéine Aurora A diminue progressivement (fgg@B D). L'analyse de I'expression des
ARNmM est également réalisée simultanément et méatmeme diminution (figure 28 D). La
diminution de la protéine ne semble pas étre searénte fruit de la régulation de la
dégradation de la protéine par le protéasome, mstiségalement due a une régulation
transcriptionnelle du géne d’Aurora A ou a une agitisation de son ARNm. De plus, cette
diminution d’expression d’Aurora A n’est pas dueude mort des cellules par apoptose
comme le montre I'absence de pic sub-G1 sur legecgtome a 48 h (figure 28 C). En
revanche, aprés 72 h de stimulation, environ 30e% akllules entrent en apoptose comme
l'indique le pic sub-G1 du cytogramme.

Parallelement, la protéine et ’TARNm de p21 sonvisuors d’'un traitement au sn38. Cette
protéine, activée par p53, est induite lors de dages de I’ADN ou d’un stress cellulaire et
participe a l'arrét du cycle cellulaire. La déteatipar western blot et RT-PCR montre qu’elle
est uniguement exprimée lors du traitement au st&8pignant ainsi I'absence d’effets
toxiques de I'hydroxyurée A (figure 28 D). Ainsgsldommages de I'’ADN induits par le sn38
entrainent une accumulation des cellules en ph@#dd Gu cycle cellulaire et sont associés a

une dérégulation transcriptionnelle d’Aurora A.
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Figure 28 : Accumulation en G2/M et inhibition dexpression d’Aurora A aprés traitement des cedlule
colorectales HCT116 au sn38.

A. Les cellules sont synchronisées avec de 'OHdl3 e milieu de culture est renouvelé par du RPNt $VF

et les cellules sont récupérées 9 h aprés (OH-UstRiraitées avec du sn38 10 ng/ml pendant 24t 48 b. Les
mémes conditions expérimentales sont appliquéeslesfigures B et C et D.

B, C. B, cytogrammes représentant la quantité d’APkeés incorporation d’'iodure de propidium et analgse
cytométre de flux; C, histogrammes représentanpdarcentage de cellules en apoptose par mesure du
pourcentage de la population cellulaire en sub+&B).

D. A gauche, RT-PCR quantitative, les ARNm d’AuroraeAp21 sont détectés et normalisés a l'aide de la
GAPDH. L'expression des ARNm des cellules stimulesn38 est comparée a celle des cellules syrisham

en G2/M (OH-U+R). A droite, western blot des pro&Siiurora A, p21 ei-tubuline (n=3).
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Il Effet des dommages de ’ADN induit par le sn38sur les centrosomes

La kinase Aurora A se localise au niveau des ceatnes lors de la phase G2 du cycle
cellulaire (Dutertre, Descamps et al. 2002; Suganblrano et al. 2002). Aussi, hous avons
étudié la distribution cellulaire d’Aurora A lorsuah traitement au sn38 (figure 29). Un
marquage par immunofluorescence de la protéinerAukoet de lay-tubuline est réalisé. La
y-tubuline est une protéine entrant dans la composites centrosomes et nous permet donc
de les visualiser (Hannak, Kirkham et al. 2001;dBéc and Knoblich 2002; Giet, McLean et
al. 2002). Les cellules sont synchronisées en pG&dhl selon le protocole précédemment
établi ou stimulées avec du sn38 pendant 24, 4820k La synchronisation des cellules en
phase G2/M montre I'expression deydubuline et d’Aurora A au sein des centrosomes
dupliqués (figure 29 A) comme cela a déja été néo(iteraldi, Honda et al. 2002). D’autres
part, le traitement des cellules a 'OH-U n’est pasocié a une augmentation du nombre de
centrosomes comme cela avait été montré dans e&utodeles cellulaires. Dans notre
modele, malgré l'introduction de dommages de I'AD&§ cellules HCT116 traitées au sn38
pendant 24 h dupliquent leurs centrosomes, comnmeolare I'expression de Mgtubuline
sous la forme de deux spots, et expriment la pretdiurora A, localisée alors au niveau des
centrosomes. Cependant, aprés 48 h de traitemem38, I'expression de la kinase Aurora A
diminue progressivement et seules 60 % des celiedgsiment cette protéine malgré la
persistance de hatubuline au sein des centrosomes. Apres 72 haitertient, Aurora A n’est
plus exprimée que par 30 % des cellules (figur&R9

De plus, les dommages de I’ADN induits par le sn88emblent pas affecter la duplication
des centrosomes ayant lieu lors de la phase S @a cgllulaire ni le recrutement de ya
tubuline. La littérature nous montre qu’Aurora Atervient peu dans la duplication des
centrosomes mais régule plus particulierementdéparation (Marumoto, Honda et al. 2003).
Dans notre modele, la séparation des centrosonmelslesealtérée par un traitement au sn38
(figure 29 A). En effet, apres 48 h de stimulatidas cellules HCT116 sont en phase G2/M
du cycle cellulaire, comme le montre le cytogranueea figure 28 B. A ce stade du cycle
cellulaire, les cellules devraient séparer leurgtrosomes, processus normalement initié par
Aurora A, et entrer en prophase de mitose. Cepénldg@ndommages de ’ADN induits par le
sn38 diminuent I'expression de la protéine, ce spmble bloquer I'entrée des cellules en

mitose et la séparation des centrosomes.
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Figure 29 : Inhibition d’Aurora A aprés traitemet®s cellules colorectales HCT116 au sn38.

Les cellules sont synchronisées avec de 'OH-Unileeu de culture est remplacé par du RPMI 3 % SVies
cellules sont récupérées 9 h aprés (OH-U+R), di¢émavec du sn38 10 ng/ml pendant 24, 48 et 72 h.

A. Localisation d’Aurora A au niveau des centroserdans les cellules HCT116. Aprés marquage dedesllu
a l'aide d'un anticorps monoclonal dirigé contre/aubuline et d’'un anticorps polyclonal dirigé canthurora

A, les cellules sont analysées au microscope adhoence (n=3).

B. Histogramme représentant le pourcentage d'exprestes protéines Aurora A gttubuline au sein des
centrosomes. Environ 100 cellules sont analyséeffuyssescence (n=3).
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IV Les protéines p53 et p21 ne sont pas impliguéatans la diminution d’expression
d’Aurora A

Plusieurs études montrent que les dommages de I'kidbisent la phosphorylation de p53

sur la sérine 15 (Chehab, Malikzay et al. 1999).f&seur de transcription est capable
d’inhiber plusieurs génes de protéines impliquéassda transition G2/M ou le déroulement
de la mitose. Ainsi, p53 inhibe I'expression decyeline B, cdc25c, ou encore de cdkl en
interagissant directement avec leurs promoteursoante, Abrahamson et al. 1999; Zhao,
Gish et al. 2000; Taylor, Schonthal et al. 2001CHir, Giono et al. 2004). L'expression de la
protéine et de 'ARNm d’Aurora A est diminuée eréggnce de lésions sur la molécule
d’ADN, la protéine p53 pourrait donc étre respomsale cette inhibition.

Afin de tester cette hypothese, nous avons obdaaté/ation du facteur de transcription p53,

lors d’'un traitement au sn38 induisant des dommalgeBADN. Des immunodétections de

p53 et de sa forme phosphorylée sur la sérine di, realisées sur les cellules HCT116
synchronisées ou traitées au sn38. Comme le mtanfigure 30, les dommages de 'ADN

stabilisent la protéine p53 et l'activent par pHusplation de la sérine 15. L’augmentation
d’expression de la protéine p21 est également ehlkr dans ces conditions. Le facteur de
transcription p53 pourrait donc étre impliqué dendiminution d’expression d’Aurora A lors

d'un traitement au sn38.

HCTl116
p33 phospho T ——
Ser 15 —
ps3 ua ool - L cal
p21wafl | — -—-—__.l

o-tubuline | - - e e |

OH-U+R [ + -
sn38 (1) - | 2afla8 ] 72

Western Blot
Figure 30 : Les dommages de I'’ADN induits par 18&#entrainent I'activation de p53 et p21.
Aux différents temps indiqués, des extraits cellalatotaux sont réalisés et analysés par westetrabec les
anticorps dirigés contre p21, la forme totale d8 psi que la forme phosphorylée sur la serinald$53,
(n=3).

Afin de tester cette hypothése, nous avons étudftetl de l'inhibition de ce facteur de
transcription sur I'expression de la kinase mita¢igPour cela, nous avons utilisé la lignée

cellulaire HT29 dans laquelle le géne de p53 pitéseme mutation, inactivant ainsi la
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protéine. De la méme maniere que pour 'HCT116,snauvons déterminé les conditions
optimales permettant 'observation d’Aurora.

Les cellules HT29 sont donc traitées avec de I'Olgdndant 15 h, I'analyse de la quantité
d’ADN par cytométrie de flux nous montre une acclation des cellules a la transition G1/S
(O h, figure 31 A). Cette accumulation est révdesipuisque lorsque 'OH-U est éliminé du
milieu et remplacé par du RPMI 3 % SVF, les cefiuleprennent leur cycle cellulaire (7 h-
12h, figure 31 A). On observe également que ldsleslHT29 atteignent la transition G2/M,
9 h apres élimination de 'OH-U du milieu. L'anatysimultanée par western blot de

I'expression de la protéine Aurora A montre égaleimm pic, 9 h aprés élimination de I'OH-

U du milieu (figure 31 B).
A
oh ° 7h f loh ° ih

) N4 E Y RS )

| 0h | 7h | sh | 9h |10h| 11h| 1211|

Cellules en_
croissance

HT29
B. Western blot

Aurora A —— —————— N G

c-tubuline | m— —_——i‘—ﬁ

HT29 |

Figure 31 : Expression de la protéine Aurora Aein sle la lignée tumorale colorectale HT29 au coursycle
cellulaire.

Les cellules sont traitées avec de 'OH-U pend&nih 1puis le milieu de culture est remplacé paR&MI 3 %
SVF et les cellules sont récupérées apres 7 h9&hl0 h, 11 h, 12 h.

A. Cytogramme représentant le cycle cellulaire deliles HT29 en croissance, traitées avec OH-U)(Gh
apres renouvellement du milieu (7 h-12 h) (n=3).

B. Immunodétection de la protéine Aurora A et aetlibuline au cours du cycle cellulaire par westelat

aprés traitement a 'OH-U (0 h) ou aprés traitengeP®H-U et renouvellement du milieu (7 h-12 h¥@).

Ainsi, comme pour 'HCT116, un traitement de 15 W@H-U puis son élimination et la

remise en prolifération des cellules en RPMI 3 %-$¢rmet une accumulation des cellules
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en phase G2/M du cycle cellulaire. Ce traitementmge également d’observer le pic
d’expression de la kinase Aurora A et constituecdaotre contréle.

Nous avons ensuite testé I'effet du sn38 sur ldales HT29 pendant 24 et 48 h. Pour cela,
nous avons réalisé des RT-PCR quantitatives etirdesunodétections d’Aurora A. Une
diminution d’expression de I'ARNm d’Aurora A est s#yvée dans ces cellules aprés
stimulation au sn38 (figure 32 A). L’étude par vegstblot montre également une diminution
d’expression de la kinase (figure 32 B). Ainsi, o&sultats nous laissent penser que le facteur
de transcription p53 n’est pas responsable deilbiibn d’expression d’Aurora A lors de

dommages de ’ADN.

A, B.
RT-PCR Western Blot

. HCTI11G HCT116 p21-/- HT29
HeTis| BOTNG | Hm0 *p |
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\‘
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c-tubuline  [——— | l——

OH-U-R | + = + -
-3 sn38 (h) - | 24] 48 i EAEE

]
h

O sn38 24h
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Facteur de variation de I'ARNm d'Aurora A
‘o

Figure 32 : La diminution d’expression d’Aurora pras traitement au sn38 est indépendante de p 3.

Les cellules HCT116, HCT116 p21-/- et HT29 sontcsynnisées en G2/M avec de I'OH-U ou stimulées avec
du sn38 a 10 ng/ml pendant les temps indiqués.

A. Analyse par RT-PCR quantitative de I'expressiod ABNm d’Aurora A dans les cellules HCT116, HT29 et
HCT116 p21-/-. Les résultats sont normalisés adaile la GAPDH. Les points stimulés avec du sn38 so
comparés au point traité avec 'OH-U+R (n=3).

B. Analyse par Western blot de I'expression de t#éine kinase Aurora A dans les cellules HCT116-h2t
HT29 (n=3).

La présence de lésions au niveau de la moléculBN’Ast également associée a I'activation
de linhibiteur du cycle cellulaire p21, par limteédiaire de lactivation du facteur de
transcription p53. D’autre part, la littérature rtrenque cet inhibiteur du cycle cellulaire
inhibe de facgon indirecte les génes de cdkl ourende Plkl en modulant notamment
I'activité des histones acétylases (Chang, Broudd.e2000; Chang, Watanabe et al. 2000).

Le CKI p21 pourrait donc étre responsable de lardition d’expression d’Aurora A.
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Afin de tester cette hypothése, nous avons anglys@estern blot I'expression de la protéine
p21 lors d'un traitement des cellules HCT116 awBsin8uisant des dommages de I’ADN ou
lors d’'une synchronisation en phase G2/M. Commmadatrent les figures 28 D et 30, les
dommages de 'ADN augmentent I'expression de lagme et de TARNm de p2l. Cet
inhibiteur du cycle cellulaire peut donc étre impk dans la diminution d’expression
d’Aurora A lors d'un traitement au sn38.
Nous avons donc ensuite testé I'effet de I'inhdsitde I'expression de cette protéine dans la
lignée cellulaire HCT116 p21-/- dans laquelle lesxdalleles du géne de p21 sont délétés par
recombinaison homologue. De la méme maniere que lpd0T116 et I'HT29, nous avons
déterminé les conditions optimales de détectiola dkénase Aurora A.

ﬁ'(‘n 16 p21-/-

Cellules en |
croissance

on 7h sho on 10h 12h

S R R

B. Western blot

[
B

| 0Ok | 7h | sk | 9h |10h | llhl L2h|

HCTI116 p21-/-

Figure 33 : Expression de la protéine Aurora Aein gle la lignée tumorale colorectale HCT116 p2du/€ours
du cycle cellulaire.

Les cellules sont traitées avec de 'OH-U pend&ni,1puis le milieu de culture est remplacé paR&MI 3 %
SVF et les cellules sont récupérées aux tempsugdiq

A. Cytogramme représentant le cycle cellulaire ddlles HCT116 p21-/-en croissance, traitées avec OH-U
(0 h), et aprés renouvellement du milieu (7 h-1gnkB).

B. Immunodétection de la protéine Aurora A et aetlibuline au cours du cycle cellulaire par westelot

apres traitement a I'OH-U (0 h) ou apres traitenge®H-U et renouvellement du milieu (7 h-12 h¥8).

Le méme traitement a 'OH-U et le méme protocolat sestés. Comme le montre la figure 33
A, et de facon identique aux lignées HCT116 et HTRS cellules HCT116 p21-/-
s’accumulent en phase G2/M du cycle cellulaire, &res élimination de 'OH-U et remise

en culture des cellules en RMPI 3 % SVF. Comme datne également la figure 33 B, ce
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protocole nous permet d’observer par western béngpression maximale de la kinase Aurora
A, 9 h apres élimination de 'OH-U et constituesainotre référence.

L’effet des dommages de 'ADN est alors testé ®g cellules. Pour cela, la lignée HCT116
p21-/- est traitée au sn38 pendant 24 et 48 h nchsgnisée en G2/M. L'analyse par western
blot de la protéine Aurora A montre la méme dimimitd’expression lors d’un traitement au
sn38 (figure 32 B). L'analyse par RT-PCR quantiatde 'ARNmM montre également la
méme diminution (figure 32 A). Ainsi, ces résultatsus suggerent que l'inhibiteur du cycle
cellulaire p21, n'est pas impliqué dans la dimiontid’expression d’Aurora A lors d’un
traitement induisant des Iésions de la moléculebiNA

Malgré I'activation des protéines p53 et p21 loesddmmages de I’ADN induits par le sn38,
et 'implication de ces protéines dans la régufatie genes impliqués dans la transition G2/M
ou le déroulement de la mitose, p53 et p21 ne sarhpls impliquées dans la régulation de

la protéine kinase Aurora A.

A coté de son réle classique d’inhibiteur du cyoidlulaire, plusieurs études montrent que
I'inhibiteur du cycle cellulaire p21 inhibe I'actte transcriptionnelle de plusieurs facteurs de
transcription notamment c-myc ou STAT3 (Delavaine &a Thangue 1999; Coqueret and
Gascan 2000; Kitaura, Shinshi et al. 2000 ). L¢efacde transcription STAT3 est activé par
diverses modifications post-traductionnelles, noteemt par phosphorylation de la sérine 727
et de la tyrosine 705 (Zhong, Wen et al. 1994; Reekd Kovarik 2000). Historiguement, la
phosphorylation de STAT3 sur la tyrosine 705 eduite lors d'un traitement des cellules
avec différents mitogenes ou facteurs de croissdtlte induit la dimérisation de ce facteur
de transcription et sa translocation du cytoplasers le noyau ou il peut alors activer ses
différents genes cibles. La phosphorylation de S Ailir la sérine 727 lors d’'une stimulation
mitogénique est également indispensable a I'aétitrainscriptionnelle de la protéine et son
inhibition empéche le recrutement de protéinesohies acétylases comme CBP/p300 au
niveau des promoteurs de certains génes ciblesu(gh, Dekker et al. 2001; Zhao,
Nakajima et al. 2004). D’autre part, plusieurs éwigmontrent également que différentes
molécules chimiothérapeutiques induisent la phoagpéiion de la serine 727 des facteurs de
transcription de la famille des STATs (Thomas, Egen et al. 2004). D’autres expériences
montrent également que les dommages de I'ADN intiilte liaison des STATs a 'ADN
ainsi que leur phosphorylation sur la tyrosine 7AB%&vi, Jain et al. 2004). Ainsi la
phosphorylation de STAT3 sur la sérine 727 lorsdddemmages de ’ADN pourrait modifier

I'activité transcriptionnelle de ce facteur de sarption. Nous avons donc testé I'activation
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de STAT3 sur la sérine 727 dans les cellules HCTakstde dommages de I’ADN induits par
I'irinotecan. Des immunodétections de la forme pihasylée sur la sérine 727 et de la forme
totale de STAT3 sont donc réalisées sur des lysgltalaires d’'HCT116 traitées au sn38.
Comme lillustre la figure 34, le traitement au 8n8les cellules HCT116 induit la

phosphorylation de STAT3 sur la sérine 727. Ceefacte transcription pourrait donc étre

responsable de la régulation du gene de la prokdiase Aurora A.

HCTI116
STAT3 phospho | s s s
Ser 727 -
OH-U+R | + -
sn38 (h) - Joafag |72

Western Blot
Figure 34 : Les dommages de I’ADN induits par I8&entrainent la phosphorylation du facteur destatpion
STAT3 sur la sérine 727.
Aux différents temps indiqués, des extraits ceifalmtotaux sont réalisés et analysés par westetrabec les

anticorps dirigés contre la forme totale de STATE&dorme phosphorylée sur la serine 727 de STKES).

V Le facteur de transcription c-myc est responsablede la diminution d’expression
d’Aurora A lors de dommages de I’ADN induits par lesn38

La protéine c-myc est un facteur de transcriptiopliqué dans la régulation de nombreuses
fonctions biologiques. Il participe a la progressitu cycle cellulaire et active notamment le
gene de la cycline B, régulateur clé de la tramsiG2/M (Yin, Grove et al. 2001).

Son expression est diminuée lors de I'inductiorddmmages de '’ADN. En effet, une étude
réalisée au laboratoire montre que le traitemeat d& doxorubicine ou le sn38, des cellules
fibroblastiques HT1080 et colorectales HCT116, intlinhibition de la synthese de c-myc
(Vigneron, Cherier et al. 2006). Nous avons donalwasavoir s’il en était de méme dans
notre modele. Des immunodétections de c-myc satisées dans les cellules HCT116 apres
synchronisation en G2/M (OH-U+R) ou traitement a8& Ainsi, I'expression de la protéine
c-myc suit I'expression d’Aurora A lors d’un traitent au sn38 et est donc diminuée (figure
35 A). De plus, I'expression de 'ARNm est égalemémhibée (figure 35 B). Ainsi,
I'expression du facteur de transcription c-myciekibée lors de dommages de ’ADN induits

par le sn38.
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A, Western Blot B. RT-PCR

Aurora-A - 3%
- + - OH-U+R
c-myc — - - n e
0 -
o-tubuline PR ———— —l
OH-U+R | - - -1
sn38 (h) - [24]R 72

Facteur de variation de I'ARNm de c-myc

Figure 35 : L'expression du facteur de transcripttemyc est inhibée lors d’'un traitement au sn38.

A. Effet du sn38 sur I'expression de la protéineye. Aux différents temps indiqués, des extraitaug sont
réalisés et dosés, puis la détection des protéiesra A, a-tubuline et c-myc est réalisée par western blot
(n=3).

B. Effet du sn38 sur I'expression de ’TARNm de c-myae analyse par RT-PCR quantitative de I'express&on d
c-myc est réalisée. Les résultats sont normalid@sde de I'expression de la GAPDH. Les pointemstiés avec

de 'OH-U+R ou au sn38 sont comparés au point ers3%.

Du fait de I'implication de c-myc dans la progressidu cycle cellulaire en phase G2/M,
notamment par l'intermédiaire de l'activation dungede la cycline B (Yin, Grove et al.
2001), de sa dérégulation lors d’un traitement isaht des dommages de I’ADN (Vigneron,
Cherier et al. 2006), nous nous sommes interrogésl’isnplication de ce facteur de
transcription dans la régulation de la protéineaker Aurora A. D’autre part, le facteur de
transcription STAT3 étant également activé surélang 727 lors de dommages de I'ADN,
nous nous sommes également interrogés sur l'infjgditade ce deuxieme facteur de
transcription dans la régulation du promoteur deénase.

Afin d’évaluer l'implication de ces différents faetrs de transcription dans la régulation

transcriptionnelle d’Aurora A, des expériences deegrapporteur sont réalisées.
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Figure 36 : Le promoteur proximal d’Aurora A eshilé lors d’un traitement au sn38.
Les cellules HCT116 sont transfectées avec le ptscodant pour le géne de la luciférase sous lardismce
du promoteur proximal d’Aurora A avec ou sans éraiént au sn38. Apres 48 h de traitement au sn383ysiats

cellulaires sont réalisés afin de mesurer I'adilitciférase (n=3).

Les cellules HCT116 sont transfectées transitoirdragec un plasmide portant le géne de la
luciférase sous la dépendance des 1400 nuclédtitiess en amont du site initiateur de la
transcription du promoteur du gene d’Aurora A. lceflules sont ensuite stimulées au sn38
pendant 48 h, des lysats cellulaires sont réadiséactivité de la luciférase est alors mesurée.
Comme le montre la figure 36, la stimulation au8d8ninue de 40 % l'activation du géne

rapporteur. Ainsi, il existe bien une régulatioanscriptionnelle du gene d’Aurora A. Des

facteurs de transcription se lient a son promotenabsence de dommages de I'’ADN et sont
donc responsables de I'activation du gene. Lesépres c-myc et STAT3 sont donc des
facteurs de transcription pouvant participer a€lgufation du promoteur d’Aurora A. Afin de

valider cette hypothése, des expériences d'immuéugptation de chromatine sont mises en

place.

Pour cela, une analyse du promoteur de la kinaseéaksée. La séquence du promoteur
d’Aurora A humaine est récupérée a partir de Iz liessdonnéeldomoloGene denchi sous la
référenceGenelD : 6790. Les 1400 premiers nucléotides en amont du sitatidiion de la
transcription sont ainsi analysése facteur de transcription c-myc se lie a la ségae
consensus E canonique : 5-CACGTG-3' (Dang 1999)snémalement sur des séquences
consensus E non canoniques 5-CATGTG-3, 5-CACGEG-5-CATGCG-3', 5'-
CACGAG-3, et 5-CACGTTG-3' (Haggerty, Zeller et.a2003; Zeller, Jegga et al. 2003).
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Nous avons donc entrepris la recherche de ces méegiesur les 1400 nucléotides du

promoteur d’Aurora A. Les résultats sont présedséss la figure 37 qui suit.
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Figure 37 : Localisation des sites potentiels datfdon des facteurs de transcription c-myc (A.B&AT3 (B.)

sur le promoteur du gene d’Aurora A.
Les neufs exons du géne d’Aurora A sont ici reprtE&separ des rectangles. Les rectangles blancéseent
les exons transcrits mais non traduits tandis gsedctangles noirs représentent les exons tressttiraduits a
partir de I'ATG situé au début de I'exon 2. Le prermucléotide transcrit (+1) est également reprigse.a
localisation des amorces de ChIP utilisées dansxpériences suivantes est également présentée ADAP-

635 -380 et ChIP ExAurA +1555 +1756).

Plusieurs séquences E non canoniques de c-myaissintetrouvées le long du promoteur de

la kinase Aurora A et pourraient donc permettrdidation de ce facteur de transcription.

Nous avons également constaté I'existence de sitesensus de fixation de STAT3 tout le
long du promoteur d’Aurora A (5-TT(NhsAA-3’) (Darnell, Kerr et al. 1994; Mui, Wakao
et al. 1995; lhle 1996). La taille des fragment&IN générés lors de la sonication des

échantillons soumis au ChIP est évaluée entre bGM@ pb. Aussi, nous avons choisi un

couple d’amorces amplifiant la région -655 -38Ccetivrant la région du promoteur ou se

localise la majorité des sites potentiels de fom@tilu facteur de transcription c-myc. La région

contréle utilisée correspond a la région -2760 62d8 promoteur de p21 déja caractérisée au

laboratoire (Giraud, Hurlstone et al. 2004).
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Dans le but d’évaluer la fixation de ces factewgrdnscription sur le promoteur d’Aurora A
lors de lésions de I'ADN, des expériences d'immugojpitation de chromatine (ChIP) sont
donc réalisées dans les cellules HCT116 a l'aidm @dnticorps dirigé contre la protéine c-
myc et STAT3, lors d’'un traitement au sn38 penddh ou d’une synchronisation en G2/M.
La figure 38 présente les résultats obtenus eespond a I'enrichissement de I'’ADN lié de
maniére directe ou indirecte a c-myc et STAT3.
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Figure 38 : Le facteur de transcription c-myc se fau promoteur d’Aurora A en absence de dommages d
I’ADN.

Expérience de ChIP analysant la fixation des fastale transcription c-myc et STAT3 sur le promoteur
proximal d’Aurora A aprés synchronisation des deBuHCT116 en phase G2/M (OH-U+R) ou traitement au
sn38. Les PCR quantitatives sont réalisées sumigrinoprécipitations de chromatine. IP, immunopiiétipn
(n=3).

Ainsi, la protéine c-myc est recrutée sur le prauotd’Aurora A en absence de traitement
cytotoxique. Cependant lors d’'une stimulation adecsn38, la fixation de c-myc est inhibée
sur le promoteur du gene d’Aurora A. Le facteutrdascription STAT3 ne se fixe pas sur la
région du promoteur amplifiée et ne semble dondmppiqué dans la régulation de ce gene.

VI Régulation du promoteur d’Aurora A par le facteur de transcription c-myc
Afin de confirmer I'implication de c-myc dans lagidation du géne d’Aurora A, les cellules
LS174T transfectées de facon stable avec les vsdtaductibles codants pour deux RNAI de

c-myc de séquences différentes sont utilisées #tenoLS174T#1 et LS174T#2 (van de
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Wetering, Oving et al. 2003). L'étude de I'expressides protéines c-myc et Aurora A est
réalisée simultanément, dans les cellules LS174&setellules LS174T ou les RNAI de c-
myc sont induits ou non en présence de doxycycline.

A B.
LS174T LS174T#1 | LS174T#2 Doxycyeline

B B W - ;
c-myc |" '-’l |- ’J -

Aurora-A “ |- | |-. | LS174T
o-tubuline |— —-‘i W (e —

Western Blot

| Doxycycline

LS174T # 1

LS174T#2

Figure 39 : L'inhibition de I'expression du factede transcription c-myc induit une diminution d’eggsion de

la kinase Aurora A.

A. Détection d’Aurora A et de c-myc par westerntptians les cellules LS174T et les LS174T #1 etAdS1#2

ou deux RNAI différents de c-myc sont induits avegd/ml de doxycycline pendant 48 h en RPMI 5 % SVF
(n=3).

B. Analyse par cytométrie de flux du cycle cellugaites cellules LS174T, LS174T #1 et LS174T #2 apjas

d'l pg/ml de doxycycline pendant 48 h. Apres figati perméabilisation des cellules et traitemerat RNase,

I'iodure de propidium est ajouté et les cellulestsamalysées au FACScan (n=3).

D’autres part, I'étude est réalisée en RPMI 5 % ¥R d’analyser I'implication de c-myc
dans la régulation du promoteur d’Aurora A dansckdtules en croissance et non en présence
de dommages de I'ADN. Les résultats sont présafags la figure 39.

Ainsi lors du traitement de 48 h des cellules ddaycycline, I'expression de la protéine c-
myc est fortement inhibée. L’'expression d’Auroraeét aussi réduite lors de l'induction des
différents RNAIi de c-myc (figure 39 A). L’absence thodification des cytogrammes dans
ces cellules lors de l'induction ou non des RNAidmyc par traitement a la doxycycline
montre également que la diminution d’Aurora A n'gsts due a une modification de la
répartition des cellules dans les différentes phdsecycle cellulaire (figure 39 B).
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Afin de confirmer I'implication du facteur de tramption c-myc dans la régulation normale
du promoteur du gene de la kinase Aurora A, degrexpces de ChIP sont également
réalisées.

Dans des conditions normales, les promoteurs deesget leurs zones de régulation sont
difficilement accessibles aux facteurs de transiorpdu fait de la compaction de la molécule
d’ADN autour des protéines histones, nommé alorslémsomes. Pour étre activées, les
régions promotrices et régulatrices des génes dbfeeiliter leur accessibilité aux facteurs
de transcription. Pour cela, I'ouverture du nuoténe est nécessaire. Il existe différentes
modifications post-traductionnelles des histonasplus étudiée est I'acétylation et permet
notamment le relachement de la chromatine (Berg@t R Les histones acétylases transférent
un groupement acétyl sur les histones. Les factersanscription interagissent donc avec
différents co-facteurs (co-activateurs ou co-réggass) favorisant ainsi leur liaison a ’ADN.
Les co-activateurs de la transcription sont asso&iéles activités histone acétyltransférases,
alors que les co-répresseurs sont associés a aestyldses. L'acétylation des histones sur les
lysines abouti a une neutralisation des chargesiyess des histones. Une diminution de
I'interaction entre I'ADN et les histones permebral le déplacement du nucléosome et
'augmentation de l'accessibilité des régions ragides ou promotrices de la chromatine
pour '’ARN polymérase. Plusieurs phosphorylatioad’dRN polymérase dans son domaine
carboxy-terminal sont nécessaires a son activaiiosi qu’'a la régulation de I'élongation des
ARNmM. La phosphorylation sur la sérine 2 est notammassociée a [linitiation de
I'élongation de 'ARNm (Ahn, Kim et al. 2004).

Ainsi, des immunoprécipitations de c-myc, de larferacétylée sur la lysine 9 de 'histone H3
et de 'ARN polymérase Il phosphorylée sur la s&ry sont réalisées sur des lysats de
cellules LS174T dans lesquelles un RNAI de c-myt ieduit ou non en présence de
doxycycline. Cette étude est réalisée en RPMI 3 Vb &fin d’analyser la régulation du
promoteur d’Aurora A dans les conditions physiotpgs, en absence de dommages de
I’ADN. Les résultats sont présentés dans la figidresuivante.

112



14,000 ,
B . Doxycycline
12,00 0 + Doxycycline
£ 1000
£ 800
5 6,001
3 400
= 200] -_r_‘
0,00 | i Il
Pemyc| PH3 | Pl [Pemy| ®H3 [ I
ChIP AurA Région contréle
—
-655-380 | | Aurora A | -2760 -2486 | p2l |
—_— — —_— —
ChIP AurA Région contrale
B. 3,00
5 2,50 B - Doxycycline
5 O + Doxycycline
Z 2,001
2
£ 150
)
3
5 1,004
oz
2
Z 0504
0,00 r
IPPol I IP Iz IP Pol IT IP I
Ser2 } Ser2 j
Région contrdle ChIP ExAurA
-2760 -2486 | p2l | | Aurora A |
— — —

+1555+1756

ChIP ExAurA

Région contrdle

Figure 40 : Régulation du promoteur d’Aurora A pafdcteur de transcription c-myc dans les cellugs74T.

Les PCR sont réalisées sur les immunoprécipitatienshromatine dans les cellules LS174T apres ifatuou
non du RNAI de c-myc par la doxycycline 1 pg/ml pamtd48 h.

A. Expériences de ChIP analysant la fixation de c-reyde I'acétylation de I'histone H3 sur le promaot
d’Aurora A (n=3).

B. Expériences de ChIP analysant la fixation deolané d’élongation de I'ARN polymérase Il sur le géne
d’Aurora A (n=1).

En absence d’induction du RNAI, le facteur de teaiption c-myc est exprimé et se fixe sur
le promoteur d’Aurora A (figure 40 A). Les protémleistones H3 sont également acétylées au
niveau du promoteur du géne (figure 40 A). La fordhengatrice de 'ARN polymérase I,

phosphorylée sur la sérine 2 est recrutée surrie géAurora A (figure 40 B). En revanche,
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lorsque le facteur de transcription c-myc est ighibn’est plus détectable sur le promoteur
du gene d’Aurora A et les protéines histones H3are désacétylées (figure 40 A), la forme
élongatrice de I'ARN polymérase Il n’est alors ptiétectable sur le géne d’Aurora A.

Ainsi, le facteur de transcription c-myc semblesétin régulateur du gene d’Aurora A. I
permet sans doute le recrutement de différentactedirs a activité acétyl transférase sur le
promoteur proximal de la kinase, permettant alaradutralisation des charges positives des
protéines histones H3, favorisant le relachementladechromatine et augmentant son
accessibilité a 'ARN polymérase. Cette dernieraurpait alors se fixer au niveau du
promoteur du géne ; son activation, par phosphtioylale la sérine 2, lui permettrait alors de
parcourir le géne entrainant la production de I'ARN

VIl Analyse de I'expression de la kinase Aurora A tde c-myc chez des patients atteints

de cancers colorectaux

Afin d’appuyer la régulation du gene d’Aurora A parfacteur de transcription c-myc, nous
avons cherché a savoir s'il existait chez les p#ieatteints de cancers colorectaux
métastatiques une corrélation entre I'expressiohd®&Nm d’Aurora A et de c-myc. L'étude

a donc porté sur une population de onze patietstraction d’ARNm est réalisée pour
chaque patient a partir de prélevements de tunetuile tissus sains, congelés au sein de la
tumorotheque du Centre Régional de Lutte Contr€dacer, CRLCC Paul PAPIN. 2 ug
d’ARN sont utilisées afin de réaliser des RT-PCRarjitatives. Celles-ci sont ensuite
analyseées en prenant pour référence les ARNm dsastisains de chaque patient et en
normalisant les données par rapport a la GADPH. i@erte montre la figure 41 A, une
surexpression de 'ARNm de la kinase Aurora A etfdcteur de transcription c-myc est
observable dans les tumeurs colorectales. Parmonies patients atteints de cancer colorectal
étudiés, huit présentent une surexpression d’Aubof@2 % des patients présentent donc une
surexpression d’Aurora A) (figure 41 B). Ce poutegye de surexpression d’Aurora A est
comparable a celui retrouvé dans la littérature.eBat, une surexpression d’Aurora A est
également retrouvée dans 60 % des tumeurs, hépstigastriqgues ou ovariennes (Jeng, Peng
et al. 2004) (Zhou, Kuang et al. 1998; Sakakurayiwara et al. 2001; Gritsko, Coppola et al.
2003).
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Figure 41 : Analyse de I'expression des ARNm d’'Aaré et de c-myc dans les tumeurs de patientnttdie
cancers colorectaux.

Les ARNm des tissus sains et tumoraux de chaquenpatnt extraits par la technique Trizol® en swoivas
indications du fabriquant. Les ARNm sont ensuiteédaost leur qualité est évaluée avec les rappofi226 et
260/230. 2 ug d’ARN sont utilisés pour réaliserRas les PCR en temps réel sont ensuite effectuées.

A. Expression des ARNm d’Aurora A et de c-myc.

B. Expression des ARNm d’Aurora A en fonction de feession des ARNm de c-myc.

Cette présentation des résultats semble donc mokFgsestence d’une corrélation entre
I'expression d’Aurora A et c-myc. Cependant, sipeession d’Aurora A et de c-myc est
représentée pour chaque patient de maniere indiMejues résultats sont présentés dans la
figure 42.

Aucune étude statistique ne peut étre réaliséeusunombre de patients aussi réduit.
Néanmoins, I'étude au cas par cas nous indiqud'exession d’Aurora A et de c-myc est
corrélée dans 7 cas sur 11 (patients 1, 2, 6,9, B)). Ainsi, la surexpression de c-myc et de
la kinase Aurora A est observée pour 5 cas supatlefit 1, 6, 7, 8 et 10). La sousexpression
de c-myc et d’Aurora A dans les tumeurs par rappartissu sain, est également retrouvée
pour le patient 9. En revanche, deux patientsétade présentent des variations d’expression
opposées de c-myc et d’Aurora A (patients 3 et Dljutre part, I'absence de variation
d’expression de c-myc dans le tissu tumoral papagpau tissu sain pour les patients 4 et 5
est suivie d’'une sous expression d’Aurora A. Aifesicorrélation d’expression entre c-myc et

Aurora A dans les tumeurs de patients atteintsadeer colorectal reste encore a approfondir.
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Figure 42. Expression des ARNm d’Aurora A et de c-myc danguegeurs par rapport au au tissu sain.

VIII La surexpression d’Aurora A induit-elle une ré sistance des cellules colorectales au

traitement par sn38 ?

Plusieurs études semblent corréler la surexpressionra A a l'incapacité des cellules a
induire le point de contréle de I'état de 'ADN,nai que le point de contréle du fuseau
mitotique. Une étude montre également que la svessn d’Aurora A est associée a une
résistance des cellules Hela au taxol (FarruggiwnEley et al. 1999; Anand, Penrhyn-Lowe
et al. 2003; Jiang, Zhang et al. 2003; Cazalesm@tlet al. 2005; Krystyniak, Garcia-
Echeverria et al. 2006). Chez les patients attailetscancers colorectaux, I'efficacité du
traitement par irinotecan reste modeste et cerfa@sentent des résistances a cette molécule.
Nous avons donc testé la sensibilité des celludsrectales au sn38 lors de la surexpression
d’Aurora A. Ainsi, les cellules HCT116 sont transfses de facon transitoire avec un vecteur
recombinant, codant pour la protéine Aurora A aigsoa une étiquette GFP (AurA-GFP) ou
avec le vecteur controle (pEGFP-C1). Les celluleexprimant Aurora A sont ainsi triées par
analyse différentielle de fluorescence en cytoredts flux. Les cellules sont traitées pendant
48 h avec du sn38 et le pourcentage de celluleptajigues est déterminé apres marquage
des cellules a I'iodure de propidium et analyseyametre de flux de la population cellulaire
en sub-G1 (contenu des cellules en ADN inférie@Nachromosomes). Les résultats sont
présentés dans la figure 43 qui suit. Il est téabakrd intéressant de noter I'importance de la
population cellulaire en sub-G1, méme en absencegaitement au sn38, dans les cellules

HCT116 transfectées avec le vecteur contréle pEGERuU avec le vecteur recombinant
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AurA-GFP qui peut s’expliquer par une toxicité a#dire induite par la transfection en
lipofectamine. D’autre part, le traitement de 48ehsn38 ne semble pas suffisant pour induire
une mortalité importante des cellules. Néanmoias, dellules surexprimant Aurora A et
traitées au sn38 présentent un pourcentage deleselun sub-G1 inférieur aux cellules
transfectées avec un vecteur contréle et traitéemn@8. Ainsi, la surexpression d’Aurora A
pourrait entrainer une résistance des cellulesl@ire la mort cellulaire, mais reste encore a

confirmer en améliorant certainement la technicuéransfection.
907
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Figure 43 : Résistance des cellules a I'irinotecaluite par la surexpression d’Aurora A.
Les cellules sont semées en plaque six puits,t@nsfectées avec les différents vecteurs : pEGFEt@UrA-
GFP. Les cellules sont ensuite traitées pendahta\dc du sn38 a 10 ng/ml. Le pourcentage de eslkh sub-

G1 est ensuite évalué par marquage a l'iodure dgigium des cellules et analyse au cytométre de(fig2).

IX La surexpression d’Aurora A est elle associée de les tumeurs colorectales a la

résistance au traitement ?

Nos résultats suggerent que la surexpression drAautodans la lignée tumorale colorectale
HCT116 pourrait entrainer la résistance des callaletraitement. Des résultats similaires ont
été obtenus par d’autres équipes notamment earttaies cellules tumorales Hela avec le
taxol, traitement de référence des cancers ovadandu sein (Anand, Penrhyn-Lowe et al.
2003).

Afin d’assurer le transfert clinique de ces régsltée laboratoire d’anatomopathologie a mis
au point la détection par immunohistochimie de ilmake Aurora A sur des tumeurs de
patients atteints de cancer colorectal métastatigéguipe du Dr Valo a ensuite réalisé des

marquages sur des coupes de tumeurs de patiexitdsatte cancers colorectaux. Les résultats
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sont présentés dans la figure 44 qui suit. L’équipédr Valo a tout d’abord testé I'anticorps

dirigé contre Aurora A sur des coupes de tumeucssdphage et mammaires. En effet,
plusieurs études observent une surexpression de padtéine au sein de ces tumeurs
(Goepfert, Adigun et al. 2002; Tong, Zhong et d@04). Ainsi, dans le tissu sain, une

expression punctiforme d’Aurora A est observée &dae de I'épithélium oesophagien et
mammaire. Ainsi, on peut penser que les cellulascts®s oesophagiennes localisées au
niveau de la membrane basale du tissu conjoncakstirant le renouvellement du tissu, se

divisent rapidement par mitose et permettent ddéoigsérvation d’Aurora A au sein des

centrosomes.
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Figure 44 ; Détection d’Aurora A dans les tissuiasat les tumeurs de I'cesophage et du.sein

Dans le tissu mammaire présentant un taux de reflement faible des cellules, seules
qguelques cellules se divisent et permettent I'okz@n d’Aurora A. Le tissu tumoral
présente une surexpression anarchique d’Aurorami @olocalisation subcellulaire précise
est difficile a déterminer.

Le marquage d’Aurora A par immunohistochimie, ain s#es tumeurs de colorectales est

néanmoins plus complexe a analyser (figure 45).
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Figure 45 : Détection d’Aurora A par immunohistoufe dans les tissus sains et les tumeurs du colon.

Pour certaines coupes de tumeurs, le tissu saitidéen périphérie de la tumeur présente un
faible marquage d’Aurora A, au pble apical desuted], laissant penser a un faible marquage
non spécifique. Cependant, dans la majorité dededissu sain montre un marquage intense
du pole apical de I'ensemble des cellules des esygblorectales. Ce marquage semble
spécifique du tissu colorectal, puisque aucun naggun’est observé dans les autres tissus
sains testés, comme I'cesophage ou le sein (figlirel€ tissu tumoral présente quand a lui
un marquage diffus et anarchique d’Aurora A de 30@& % des cellules.

La kinase Aurora A est exprimée dans les cellutedifprantes lors d’'un court interval de
temps, entre la phase G2 et la fin de la mitosa.&xpression dans les tissus sains de fagon
ubiquitaire nous semblait donc suspecte. Le statlifératif des tumeurs colorectales et des
tissus sains périphériques est alors analysé. €aay I'équipe d’anatomopathologie réalise
des marquages de I'antigéne nucléaire Ki-67. Qetigtine de 36 kDa est exprimée de facon

ubiquitaire par les cellules durant toutes les phatu cycle cellulaire G1, S, G2 et M mais
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absente des cellules quiescentes (G0) (Gerdes,aBckhtval. 1983; Gerdes, Lemke et al.

1984). Cet antigene est utilisé classiquement ataropathologie afin de détecter la fraction

de cellules proliférantes dans les tumeurs humai@srdes 1990). Les résultats sont

présentés dans la figure 46 qui suit.
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Figure 46 : Expression d’Aurora A et de I'antigé€ies7 dans les tissus sains et tumoraux colorectaux

Le marquage du Ki-67 des tissus sains montre qediules localisées au fond des cryptes

expriment cette protéine. Puis, son expressionrdimmgraduellement vers la surface du tissu.

Parallelement, le marquage d’Aurora A montre quiofalité des cellules des cryptes saines

est marquée (figure 46). Du fait de son expressiophase G2/M, le pourcentage de cellules

120



marquées avec Aurora A devrait se superposer aguage du Ki-67. Le marquage d’Aurora

A dans les tissus sains colorectaux nous pose mfobteme.

Nous avons cependant souhaité analyser I'expressidorora A en fonction du statut
prolifératif dans les tumeurs colorectales. Le peuntage de cellules exprimant I'antigéne Ki-
67 et Aurora A est donc évalué sur des coupes mheurs de quinze patients atteints de
cancers colorectaux. Les résultats sont préseatésld figure qui suit.
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Figure 47 : Expression d’Aurora A et de I'antigéneléaire Ki-67 dans les tumeurs colorectales.
A. Pourcentage de cellules exprimant Aurora Aattigéne Ki-67 pour chaque patient.

B. Expression du pourcentage de cellules exprimanbra A en fonction de I'expression de I'antigénesK.

Plusieurs études nous indiquent que I'expressidwmidra A augmente dans diverses tumeurs
(Zhou, Kuang et al. 1998; Sakakura, Hagiwara e2@0D.1; Gritsko, Coppola et al. 2003). De

plus, son expression ne semble plus restreintesaubes phases G2 et M du cycle cellulaire,
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une localisation diffuse dans le cytoplasme este@gent rapportée (Tanaka, Kimura et al.
1999; Gritsko, Coppola et al. 2003). Les marquageadisés sur les tumeurs colorectales
semblent confirmer ces observations. En effet, pfegsion d’Aurora A ne semble pas
restreinte aux centrosomes ni au fuseau mitotiqais piutot diffuse dans le cytoplasme des
cellules (figures 45 et 46). L'analyse de I'expressd’Aurora A et du Ki-67 dans les tumeurs
semble indiquer un pourcentage de cellules margséesiblement identique pour six des
patients de I'étude (patients 4, 8, 12, 13, 145t Pour les autres patients, le pourcentage
d’expression entre Aurora A et I'antigéne Ki-67fdre d’au moins 20 % (figure 47 A).

Ainsi, n‘ayant pas obtenu de marquage spécifiqueauidira A convaincant dans les tissus
sains, nous n’avons pas poursuivi notre étude esuntumeurs coliques. D’autre part, nous
n’avons pas testé I'implication de la surexpressidrurora A dans la résistance au traitement

par irinotecan.

X Effet de la surexpression de Ras sur Aurora A dasiles cellules tumorales colorectales

Dans cette partie, nous avons voulu nous intéredsane nouvelle voie de régulation
impliquant Aurora A. Plusieurs études montrent taetivation de la voie Ras/MAPK est
associée a une modification d'expression d’Aurorad#@ns divers modeles de tumeurs,
pancréatiques et orales (Tatsuka, Sato et al. ZB@%tkawa, Kanai et al. 2006). Une étude
associe également la surexpression d’Aurora Apdaence de la forme oncogénique de Ras
dans les tumeurs de la vessie (Tseng, Tzeng 20@6). Une surexpression d’Aurora A est
retrouvée dans de nombreuses tumeurs hépatiquesggas ou ovariennes (Jeng, Peng et al.
2004) (Zhou, Kuang et al. 1998; Sakakura, Hagiweral. 2001; Gritsko, Coppola et al.
2003). Ras présente une mutation sur le codon &2 88% des tumeurs colorectales (Bos
1989). D’autre part, les tumeurs colorectales prtese trés souvent une mutation inactivante
de p53 entrainant la plupart du temps sa pertem&ibn gene suppresseur de tumeur (Bunz,
Hwang et al. 1999). Ainsi, nous nous sommes ins&®esu lien existant entre Aurora A et
'oncogene Ras dans le cancer colorectal préseateninactivation de p53.

Pour cela, la lignée colorectale HT29 est utilidée.effet, elle présente une mutation sur le
codon 273 du gene de p53 rendant alors la probéantive. Cette lignée est donc transfectée
de fagon stable avec un vecteur contréle (HT29R16UQun vecteur inductible codant pour la
forme oncogénique de Ras (Ras Vall2) (HT29R1/Rasdrestitue notre modéle d’étude des

tumeurs colorectales présentant 'oncogene Ras@ihme inactivation de p53.
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Dans un premier temps, nous avons contr6lé l'indoctle I'oncogene en présence de
tétracycline. Pour cela, des immunodétections dedRat réalisées sur les lysats des cellules
HT29R1/TO et HT29R1/Ras lors d’'un traitement adaacycline. D’autre part, nous avons
également analysé l'activité de la forme oncogémide Ras. La littérature nous montre que
I'oncogene Ras active notamment par phosphorylddéicoie des MAPK (White, Nicolette et
al. 1995; Khosravi-Far, White et al. 1996; Rodrigrd8ciana, Warne et al. 1997). Des
immunodétections de la forme totale et phosphorgEe MAPK sont donc réalisées dans les
cellules HT29R1/TO et HT29R1/Ras. Comme le morarigure 48 A, lors de I'induction de
la protéine Ras, la phosphorylation des MAPK esteolée, démontrant ainsi I'activité de
'oncogéne.

Parallelement, I'analyse de la quantité d’ADN deiutes HT29R1/TO et HT29R1/Ras, est
réalisée en présence ou non de traitement induissnesions de ’ADN. La figure 48 B nous
permet de constater une accumulation des cellulgghase G2/M du cycle cellulaire lors de

I'induction de I'oncogene Ras.

A B.

Ras d Tétracycline
Phospho
MAPK % g

Mapk | - S
HT29 R1/TO
C-tIbuline | Se— — | — —
Tétracycline - + = +
HT29 R1/TO| HT29R1/Ras B B
Western Blot HT29 R1/Ras

Figure 48 : L'induction de I'oncogene Ras dans Ehites colorectales déficientes en p53.

A. Immunodétections de la protéine Ras et de la dophosphorylée et totale des MAPKs dans les csllule

contréle HT29R1/TO et inductible pour Ras HT29R1/Rares ajout ou non de tétracycline a 1 pg/ml pendant
48 h (n=3).

B. Cytogramme représentant la quantité d’ADN deaulesd|HT29R1/T0 et HT29R1/Ras lors de l'induction de

I'oncogéne Ras (n=3).
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Puis, nous avons confirmé les résultats précédemoi#anus dans les lignées HCT116 et
HT29 et HCT116 p21-/-, montrant I'effet du sn38 $expression d’Aurora A. La lignée
cellulaire HT29R1/T0O, ne surexprimant pas l'oncagéeRas, est traitée avec du sn38 et
I'expression de la protéine kinase est analyséavpatern blot et RT-PCR quantitative. Il est
également intéressant de noter que le contréisaiBkt un point non synchronisé en G2/M.
Comme le montre la figure 49 A, les dommages d@NAinduits par le traitement des
cellules HT29R1/TO avec du sn38 entrainent une rditiin d’expression de la protéine
kinase Aurora A (pistes 1 et 3). L’analyse par RIRPquantitative confirme la diminution
d’expression de 'TARNm d’Aurora A dans ces cellui@s d’'un traitement au sn38 (figure 48
B). Les résultats précédemment obtenus sur la digoéllulaire HCT116, montraient
également une diminution d’expression d’Aurora Aletfacteur de transcription c-myc. Nous
avons donc analysé I'expression de ces protéines ldacellule HT29R1/TO en présence de
sn38. L'expression du facteur de transcription @msgmble également étre diminuée lors
d'un traitement au sn38 (figure 49 A, pistes 1 gt Rinsi, le traitement des cellules
HT29R1/TO au sn38 confirme linhibition d’Aurora At de c-myc lors de I'induction de
dommages de 'ADN, méme en absence de synchramsagis cellules.

Nous avons ensuite observé l'effet de l'inductian lsbncogéne Ras sur I'expression des
protéines Aurora A. En effet, plusieurs études dentbmontrer I'implication de la voie
Ras/MAPK dans la surexpression de la kinase miteti{d atsuka, Sato et al. 2005; Furukawa,
Kanai et al. 2006). Pour cela, les cellules HT29R1¥¥t HT29R1/Ras sont traitées avec de la
tétracycline afin d’induire 'oncogene Ras dansidaée HT29R1/Ras, la lignée HT29R1/T0O
constitue notre contrble, et des immunodétectiodsirdra A sont réalisées. Comme le
montre la figure 49 A, l'induction de I'oncogénedR@endant 48 et 72 h entraine I'inhibition
de I'expression de la protéine Aurora A (pisteb47 et 8). La tétracycline ajoutée sur la
lignée contrble HT29R1/TO ne semble pas modifiexpgression de la kinase (piste 2)
éliminant ainsi I'effet indirect de la tétracyclirseir les cellules. Parallelement des RT-PCR
quantitatives sont réalisées et montrent égalemmamtinhibition de I'expression de TARNm
de cette kinase en présence de la protéine RasgfgP B). D’autre part, le traitement des
cellules HT29R1/Ras au sn38 semble potentialiste aghibition d’Aurora A par rapport aux
cellules contréles HT29R1/TO (figure 49 B).
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A Western Blot

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Aurora A e * m G | i
B - e

Ras - |
S RO S ’
SR ".i‘—.;_-j-'n T . 1

| ‘

c-myc

a—tubuline

Tétracycline = + + - + + = + +
sn38 - - + - - = - _ 4
48h 48h 72h
HT29 R1/TO HT29R1/Ras
B. RT-PCR
HT29RI/TO[HT29R 1/Ras| HT29R 1/T0 [HT29R 1/Ras|
Tétracycline + + + +
sn38 = = g +
<
=]
S 05
E
T -1
Z 15,
=
o 2]
g 25,
s 3
= 048 h
5 -3,5] m72h
3]
=

Figure 49 : L'induction de 'oncogéne Ras dans kegtutes colorectales induit la diminution d’expriessde la
kinase Aurora A.

Les cellules HT29R1/T0O et HT29R1/Ras sont stimuléesi@at 48h ou 72h avec la tétracycline 1pug/ml avec a
sans sn38.

A. Immunodétections des protéines Aurora A, Ras, pityc etx-tubuline (n=3).

B. Détection de 'ARNm d’Aurora A par RT-PCR quantitetnormalisée a I'aide de la GAPDH (n=3).
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Les analyses précédentes, effectuées sur leseseH€T1116, montraient une régulation de
la protéine Aurora A par le facteur de transcriptiemyc. Aussi, I'étude de I'expression de ce
facteur de transcription par western blot, nousngérde constater une diminution de la
protéine c-myc en présence de l'oncogene Ras atbsence de sn38, dans les cellules
HT29R1/Ras ou Ras est induit (figure 49 A, pistes, 4 et 8).

Ainsi, I'induction de I'oncogéne Ras dans les debuHT29 semble diminuer I'expression de
la kinase Aurora A et de son ARNm. L’introductioe @lommages de I'ADN semble
potentialiser cette inhibition. L’induction de I'oagene inhibe également I'expression du

facteur de transcription c-myc.

Parallelement, nous nous sommes intéressés a d&sipn de la protéine p21 lors de
I'induction de I'oncogene Ras. En effet, I'activatide la protéine Ras permet I'induction de
deux inhibiteurs clés du cycle cellulaire p21 ef gMason, Jackson et al. 2004; Jackson and
Pereira-Smith 2006). Ces deux protéines participgentinhibition de la tumorogenése
contr6lée respectivement par p53 et pRb. Des imuhétegtions de p21 sont donc réalisées
dans les cellules HT29R1/Ras en présence de télireyComme l'illustre la figure 49 A,

une augmentation de I'expression de la protéinel@®lde I'induction de Ras est observable.

0 HT29R1/TO
B HT29R1/Ras

40

35

Facteur de variation de I'ARNm de p21
2
N

Tétracycline + +

sn38 = -

RI-PCR

Figure 50 : Expression de '’ARNm de p21 lors dedliction de I'oncogéne Ras.
Les cellules HT29R1/TO et HT29R1/Ras sont induitescale la tétracycline a 1 pg/ml, puis stimuléesipah
48 h avec du sn38 a 10 ng/ml. L’expression des ARSmormalisée a I'aide de la GAPDH (n=3).

La protéine p21 est directement induite par le eflactde transcription p53 permettant

I'inhibition de la progression du cycle cellulaien inhibant les complexes cyclines/cdks

126



(Jackson and Pereira-Smith 2006). L'étude par wedot montre une augmentation de
I'expression de la protéine p21 lors de l'inducti 'oncogéne Ras (figure 49 A, piste 5 et
8). L'analyse de I'expression de 'ARNm de p21 essuite réalisée par RT-PCR quantitative
et les résultats sont présentés dans la figureJd®.augmentation, de grande amplitude, de ce
CKIl est observée lors de I'induction de I'oncog&aes, laissant donc supposer une régulation
transcriptionnelle de ce gene malgré l'inactivatilenp53 dans ces cellules.

Les résultats précédemment obtenus sur les celldie3116 et LS174T montraient
I'implication du facteur de transcription c-myc dala régulation du gene d’Aurora A. De
plus, nous avons observé une diminution d’expressle la kinase Aurora A lors de
I'induction de Ras. Nous nous sommes donc attasiésla régulation transcriptionnelle
d’Aurora A dans les cellules surexprimant I'oncogéRas. Pour cela, des expériences de
immunoprécipitations de chromatine sont réaliségs des cellules HR29R1/Ras en présence
de tétracycline et de sn38 par Sandy Courapiedpdotte de deuxieme année au laboratoire.

Ces résultats sont présentés dans la figure 54udjui

HT29R1/Ras
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sn38 - + = +

Pc-myc | o S =
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P —
Input m

ChIP AwrA
1] 2] 3| 4

Figure 51 : Recrutement de c-myc sur le promotefiuira A dans les cellules HT29R1/Ras.
Les cellules HT29R1/Ras sont induites ou non avela détracycline, le sn38 est ensuite ajouté pendartt
(n=3).

Les résultats montrent que l'induction de l'oncogéRas dans les cellules HT29R1/Ras
n'entraine pas de modification de fixation du factde transcription c-myc sur le promoteur
proximal d’Aurora A (figure 51, pistes 1 et 3). @gglant, le traitement des cellules au sn38
montre une diminution du recrutement de c-myc supromoteur de la kinase (figure 51,

pistes 2 et 4). Ainsi, cette observation souligimeglication du facteur de transcription c-myc
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dans la régulation du gene d’Aurora A lors de dogmsade 'ADN et confirme les résultats

précédemment obtenus sur la lignée cellulaire HGT11

L’activation de I'oncogene Ras dans les celluldsassociée dans la littérature a I'entrée des
cellules en sénescence. Différents types celldaleiennent résistantes a certains inducteurs
apoptotiques comme la diminution des facteurs dessance dans le milieu de culture ou le
stress oxydatif (Chen, Liu et al. 2000; Tepper,dBekt al. 2000; Hampel, Malisan et al.
2004). La résistance a l'apoptose s’expliquerait pamtie par la stabilité des cellules
sénescentes en culture. Nous avons donc testétlifsn38 sur la survie des cellules HT29
lors de la surexpression de l'oncogéne Ras. Pola, des cellules HT29R1/TO et
HT29R1/Ras sont stimulées avec de la tétracydings traitées pendant 72 h avec du sn38.
Une mesure de la quantité d’ADN est ensuite réaligprés incorporation d’iodure de
propidium et analyse au cytometre de flux. Pamathant I'effet de différentes concentrations
de sn38 sur la survie de ces cellules est meseserdsultats sont présentés dans la figure 52
qui sulit.

L’induction de I'oncogéene Ras par ajout de tétréingcinduit une accumulation des cellules
en phase G2/M du cycle cellulaire (figure 48 B 2t4. Le traitement au sn38 des cellules
HT29R1/TO et HT29R1/Ras induit également une actation des cellules en phase G2/M
(figure 52 A). D’autre part, aprés 72 h de traitemau sn38, le pourcentage de survie
diminue dans les cellules HT29R1/TO et seulemebdles cellules survivent (figure 52 B).
Les cellules HT29R1/Ras semblent quant a elles snsénsibles a l'induction de la mort
provoguée par le traitement au sn38. La figure 520Bs permet de constater que méme a
forte concentration en sn38, plus de 80 % deslesllsurexprimant Ras survivent. L’analyse
des cytogrammes lors du traitement au sn38 desle®llHT29R1/Ras induites a la
tétracycline confirme également ces résultats. fiat, ée pourcentage de cellules en sub-G1,
dans la lignée ne surexprimant pas Ras et traité&m38, est deux fois plus important que lors
de l'induction de Ras et du traitement au sn38 dassmémes cellules (figure 52 A).

Ainsi, la surexpression de I'oncogene Ras dansédlsles HT29 entraine une résistance a
induire la mort cellulaire et moins de 20 % deslute$ meurent lors d'un traitement
entrainant des dommages de ’ADN. D’autre parsueexpression de Ras s’accompagne d’un
blacage de I'expression d’Aurora A.
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Figure 52 : Etude de la survie des cellules suimgnt Ras lors d’un traitement au sn38.

A. Cytogramme représentant la quantité d’ADN detuted HT29R1/T0O et HT29R1/Ras induites ou hon avec
de la tétracycline 1 pg/ml avec ou sans stimulaioisn38 (n=3).

B. Histogramme représentant le pourcentage de eslldé cellules mortes par mesure du pourcentade de
population cellulaire en sub-G1 (n=3).

C. Effet de différentes concentrations de sn38 ausurvie des cellules HT29/R1/TO et HT29R1/Ras apres
induction a la tétracycline 1 pg/ml (n=3).
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Abstract

In response to topoisomerase | inhibition and DNA damage, tumor cells upregulate several proteins
involved in cell cycle arrest. Among these regulators, it is believed that the activation of the p53-p21
pathway and the downregulation of the cdc25¢ phosphatase play an important role in the activation of
the G2 checkpoint. Besides theses proteins, the Aurora-A kinase is also essential for centrosome
activation and progression to mitosis. Despite the importance of this kinase, the molecular mechanisms
by which this protein is requlated following DNA damage remain most of the time to be characterized. In
this study, we show that Aurora-A expression is downregulated in response to topoisomerase | inhibition.
Using chromatin immunoprecipitation, we have observed that the Myc transcription factor is associated
with the Aurora-A promoter during the G2 phase of the cell cycle when the expression of the kinase is
maximal. RNA interference experiments indicated that Myc is necessary for the activation of the Aurora-
A gene. Following treatment and topoisomerase | inhibition, the expression of Myc decreased and its
association with DNA was inhibited. By contrast, the recruitment of the Max transcription factor
increased, leading to the franscriptional downregulation of the gene. Further confirming the link between
Myec and Aurora-A, these two proteins were found to be coexpressed in tumor samples isolated from
colorectal cancers. These results suggest a model by which Myc regulates the expression of the Aurora-
A kinase to induce cell cycle progression. This might provide an explanation for the effect of the myc
oncogene on genomic instability.
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Introduction

In response to genotoxic treatments, tumor cells upregulate several proteins involved in the
activation of the G1 and G2 checkpoints (1). This allows cell cycle arrest and the upregulation of DNA
repair genes to prevent the progression of damaged cells into mitosis and the consequent generation of
aneuploidy. This response relies to a large extent on the Ataxia-Telangiectasia mutated (ATM) and
Ataxia-Telangiectasia and Rad-3-related (ATR) kinases and on the consequent activation of chk1 and
chk2 signaling (1-3). Among numerous substrates, this signaling network leads to the activation and
stabilization of the p53 tumor suppressor gene by controling its postranslational modifications (4). p53
protects mammalian cells from DNA damage by inducing either apoptosis or cell cycle arrest (5). While
cell death depends on the induction of target genes such as Bax, Puma, Noxa or p53AIP1, cell cycle
arrest relies on the upregulation of the cell cycle inhibitor p21waf1 which is transcriptionally induced by
p53 (6-8). Upon induction, p21waf1 interacts with cyclin-cdk complexes to prevent their activation and
inactivates the E2F family of transcription factors. In addition, we and others have recently shown that
p21wafl can also function as a transcriptional repressor of growth promoting genes (9-11). In response
to DNA damage induced by topoisomerase inhibitors such as sn38 or doxorubicin, p21waf1 is recruited
to the promoters of the Myc and cdc25A genes to induce a downregulation of their expression and
prevent cell cycle progression (9). In addition, cDNA microarray analysis has demonstrated that the
upregulation of p21waf1 is also correlated with the transecriptional repression of mitotic genes such as the
polo-like kinase | and the topoisomerase lla (11, 12). In the absence of p53 or p21waf1, tumor cells do
not undergo G1 or G2 arrest, and this results in an abnormal mitosis that eventually leads to
polyploidization (3).

In addition to the p53-p21 protective pathway, others checkpoints are also involved in the control
of the progression towards mitosis. Following DNA damage, the chk1/2 kinases phosphorylate the cdc25
family of phosphatases (13). At the G1/5 transition, this phosphorylation promotes the degradation of
cdc25A by the SCFFTRP complex, leading to cdk2 inactivation and S phase arrest (14). In the G2 phase
af the cell cycle, the phosphorylation of cdc25C by chk1/2 induces its binding to 14-3-3 proteins and the
cytoplasmic translocation of the phosphatase (13, 15). This in turn inactivates the cyclin B-cdk1
complexes and induces G2 arrest. Finally, the mitotic checkpoint, also known as the spindle checkpoint,
also prevents mitosis progression in response to damaged chromosomes (16, 17). In this case, cell cycle
arrest relies on the activation of checkpoint proteins such as BubR1, Mad1 or Mad2 whic are recruited to
unbound kinetochores to supress the onset of anaphase (18). BubR1, Mad1 or MadZ2 proteins inactivate
the Cdc20 protein which results in the suppression of the E3 ligase activity of the anaphase-promoting
complex (APC ) and prevents the segregation of damaged chromosomes.

Besides the cdc25C phosphatase, the cyclin B-cdk1 complex and APC, the Aurora-A
serine/threonine kinase is also essential for progression to mitosis (19, 20). This protein localizes in early
G2 to duplicated cenfrosomes where it plays an important role in their maturation, separation and in the
consequent assembly of the spindle apparatus. The expression of Aurora-A is regulated during the cell
cycle and this protein is mainly expressed during the G2 phase, probably due to the presence of a
CDE/CHR regulatory element in its promoter. lllustrating its essential role in spindle organization, the
inactivation of Aurora-A by ARN interference leads to the generation of spindle defects, mitotic
catastrophe and aneuploidy (20, 21). In addition, the overexpression of Aurora-A transforms NIH3T3
fibroblasts, probably as a consequence of abnormal mitosis and inactivation of the p53 tumor suppressor
gene (22). However, the kinase does not transform primary mouse embryonic fibroblasts by itself,
suggesting that additional mutations present in NIH3T3 cells cooperate with the kinase to allow cell
transformation and bypass of the mitotic checkpoint. Further illustrating its oncogenic role, a high
expression of the kinase, often due to gene amplification at 20g13, has been detected in several
epithelial tumors such as colon, breast, ovarian, gastric, and pancreatic tumors (19).

Topoisomerase | inhibitors such as camptothecin or irinotecan are among the main drugs used in
the treatment of epithelial tumaors such as colorectal cancers. These drugs induce topoisomerase |
cleavage complexes that collapse with replication forks and induce DNA double strand breaks (23, 24).
Although topoisomerase | inhibition is well known to result in the activation of the p53-p21 pathway and
in the inactivation of the cdc25C phosphatase, its effect on mitotic kinases remain to be characterized. In
this study, we show that sn38, the active metabolite of irinotecan, induced a downregulation of Aurora-A
expression. Using chromatin immunoprecipitation and RNA interference experiments, we observed that
the promoteur of the kinase is normally regulated by the Myc transcription factor. Following
topoisomerase | inhibition, Myc steady state levels are downregulated and this prevents its association
with the Aurora-A promoter. Further confirming the link between Myc and Aurora-A, these two proteins
were found to be coexpressed in tumor samples isolated from colorectal cancers.

3
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Altogether, these results reveal a unexpected network of interactions indicating that the
expression of Aurora-A is downregulated in response to topoisomerase | inhibition. We propose that
Aurora-A inhibition plays an important role in G2 arrest in parallel to the induction of p33-p21 and the
inactivation of cdc25C.
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Materials and methods

Reagents, cell culture

Polyclonal anti-phospho pa3 (SC-11764-R), anti-c-myc (SC-764), anti-cyclin B1 (H-433), anti-p2 Twaf1
(SC-397), anti-RNA polymerase Il (SC-899), monoclonal anti-p53 (SC-98) were obtained from Santa
Cruz Biotechnology (Santa Cruz). Monoclonal anti-a-tubulin (T9026) and anti-y-tubulin (TE557) were
obtained from Sigma. The colorectal cell lines, HCT116 and HT29, were grown in RPMI-1640 (Cambrex)
supplemented with 10% foetal calf serum (FCS Biowest). LS 174T cells stably transfected with the
tretracyclin repressor were grown in RPMI-1640 added with 5% SVF, 10 pg/mil of blasticidin (Sigma). LS
1747 cells ( LS 174T #1 and #2) stably stransfected with the tetracyclin repressor and the pTER plasmid
containing the doxyxyclin inductible RNAI of myc were grown in RPMI-1640 added with 5% FCS, 10
pg/ml of blasticidin and 500 pg/ml of zeocin (Sigma). Transient transfections were performed using

lipofectamine 2000 (Invitrogen).

Cell synchronization

2X10° cells were seeded per 10 cm plates in RPMI 3% FCS and treated with 2mM hydroxyurea A
(Sigma) for 15 h, washed and released for 9h30 in RPMI 3% FCS. Synchronization was controlled by
flow cytometry analysis of DNA content.

Flow cytometry analysis

For cell cycle analysis, cells were seeded at 1X10% in 6 cm plate in RPMI-1640 3% FCS, washed with
PBS and permeabilized with ethanol 70%. Cells were treated with 10 pg/mL RNase for 1 h at 37°C and
then stained with 50 pg/ml propidium iodide (P!, diluted in PBS 0.1% Tween). DNA content analysis were
performed with a Beckman Coulter FACS-SCAN.

Preparation of total cell extracts and western blotting

After two washings with cold PBS, 500 ul of total lysis buffer (25 mM HEPES pH 7.9, 300 mM KCI, 0.2
miM EDTA, 10% glycerol, 1% Nonidet P-40 (NP-40), 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), 5 mM
sodium orthovanadate (NaQ), 5 mM sodium fluoride (NaF), 2 pg/ml leupeptin, 5 yg/ml aprotinin, 1 pg/ml
pestatin) were added immediately to the plates. After 30 min incubation at 4°C, total extracts were
recovered by centrifugation at 12 000 g for 10 min, and extracts were either used immediately or stored
at -80°C. After transfert, membranes were analyzed by western blot with the indicated antibodies diluted

in Tris buffered Saline Buffer (TRIS 10 mM pH 8, 150 mM NaCl) added with 5% BSA (Euromedex).

RNA extraction and reverse transcription

Total RNA was isolated from cell lines with TRIzol reagent (Invitrogen) according to the manufacturer's
instructions. Complementary DNA was synthesized from 2 pg of RNA by random hexamer priming using
MMLY reverse transcriptase (promega). cDNA expression was measured by real time PCR analysis
using GADPH as a normalization standard. The following primers were used :

Aurora A: Forward primer 5 GATCAGCTGGAGAGCTTAAA 3, Reverse primer &
GAGGCTTCCCAACTAAAAAT 3, GAPDH: Forward primer 5 GAAGGTGAAGGTCGGAGTC, Reverse
primer 5 GAAGATGGTGATGGGATTTC 3

Chromatin Immunoprecipitation Assay (ChlP)

Cells, grown to 60% confluence, were treated with genotoxic drugs. After treatment, cells were washed
and then cross-linked with 1% formaldehyde at room temperature for 10 min essentially as previously
described (25, 26). Cells were washed with cold PBS and lysed in 500 pl of lysis buffer (1% SDS, 10 mM
EDTA, 50 mM Tris-HCI pH 8.1, 1 mM PMSF, 5 mM NaF, 5 mM NaO, 2 pg/ml leupeptin, 5 pg/ml
aprotinin, 1 pg/ml pestatin), and sonicated five times for 20 secondes each at the maximum setting.
Supernatants were then recovered by centrifugation at 12 000 rpm for 10 min at 4 °C, diluted once in
dilution buffer (1% Triton X-100, 2 mM EDTA, 150 mM NaCl, 20 mM Tris-HCI pH 8.1) and subjected to
one round of immunoclearing for 2 h at 4 °C with 2 pyg of sheared salmon-sperm DNA, and 20 pl of
protein A-sepharose (of 50% slurry). Immunoprecipitation was performed overnight with specific
antibodies and IgG control, and then 2 pg of sheared salmon-sperm DNA and 20 pl of protein A-
sepharose (of 50% slurry) were further added for 1 h at 4 *C. Note that immunoprecipitations were
performed in the presence of 1% NP-40. Immunoprecipitates were washed sequentially for 10 min each
in TSE 1 (0.1% SDS, 1% Triton X-100, 2 mM EDTA, 20 mM Tris-HCI pH 8.1, 150 mM NacCl), TSE 1
(0.1% SDS, 1% Triton X-100, 2 mM EDTA, 20 mM Tris-HCI pH 8.1, 500 mM NacCl), and TSE Il (250 mM

LICl, 1% NP-40, 1% deoxycholate, 1 mM EDTA, 10 mM Tris-HCI pH 8.1). Bead precipitates were then
5
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washed once with TE buffer and eluted once with 1% SDS, 100 mM NaHCQO3. Eluates were heated at
65 °C owvernight to reverse the formaldehyde cross-linking. DNA was precipitated using classical
procedures. Real-time PCR was used for ChIP analysis and quantification. The following primers were
used :

region -655 -381 of the Aurora A promoter

Forward primer 5" GAT GCCCCCTCACTATATGC 3,

Reverse primer 5 AGGAGAGAGCGGGATACCAA 3

Control region -1732 -1411 of the Aurora A promoter

Forward primer 5 ACTCCAGATCCCTCAGCTTAACCA 3

Reverse primer 5" CAAGTTATGGGACGGTGAACG ¥

Immunofluorescence

Indirect immunofluorescence experiments were performed with cells grown on cover slips. Cover slips
were then fixed with 4% paraformaldehyde in PBS for 10 minutes and permeabilized in 70% ethanol.
After washing, cover slips were probed with anti-aurora-A (1:40 dilution) or y-tubulin (1:100 dilution)
followed by conjugated secondary antibody (1:100 Molecular Probes). Cover slips were then mounted on
slides in 50% PBS/50% glycerol.
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Results

Topoisomerase | inhibition induced a downregulation of Aurora-A expression

Since Aurora-A plays an important role in progression towards mitosis (21), we wanted to test the
hypothesis that genotoxic treatment induced cell cycle arrest through the downregulation of the kinase.
We first confirmed in colorectal cell lines that Aurora-A is mainly expressed during the G2 phase of the
cell cycle. To this end, cells were synchronized in G1/S with hydroxyurea, washed and then grown again
in 10% serum for 7 to 12 hr. Under these conditions, FACS analysis showed that cells were
synchronized in the G2 phase of the cell cycle (Figure 1A). As expected, western blot analysis indicated
that Aurora-A was expressed in G2 and that its mRNA significantly increased, indicating that the gene
was regulated at the transcriptional level or at the level of mRNA stability (Figure 1 B-C). The same
results were obtained in a second colorectal cell line, the HT29 cells (Figure 1D-E).

To determine if topoisomerase | inhibition regulates Aurora-A expression, colorectal cell lines
were exposed to moderate doses of sn38, the active metabolite of irinotecan, one of the main drug used
in the treatment of colorectal cancers (see protocol Figure 2A and (24)). Importantly, FACS analysis
indicated that HCT116 cells were synchronized in the G2 phase of the cell cycle following a 48 hr-
treatment, a time when Aurora-A expression is supposed to be maximal (Figure 2B, right panel).
However, western blot experiments indicated that the expression of Aurora-A was dowregulated in
response to sn38 (Figure 2C, left panel). In addition, quantitative PCR experiments showed that the
kinase mRNA expression was also inhibited in the presence of sn38, suggesting that DNA damage
regulates Aurora-A expression by a transcriptional mechanism. As a control, the levels of the cell cycle
inhibitor p21waf1 increased as expected following genotoxic treatment. Note that no significant induction
of cell death was noticed before 72 hr of sn38 stimulation (Figure 2D). Finally, we have also repeated
these experiments in a different colorectal cell line and DNA damage also downregulated Aurora-A in
HT29 cells (see below Figure 3).

Altogether, these results indicate that sn38 and topoisomerase | inhibition induced a
downregulation of Aurora-A expression in the G2 phase of the cell cycle.

Topoisomerase | inhibition does not prevent centrosome duplication

It has been shown that Aurora-A is involved in the maturation and separation of centrosome
during progression from S phase towards mitosis (27, 28). To determine if the downregulation of the
kinase prevents this maturation, centrosome formation was analyzed by immunofluorescence and y-
tubulin staining. When cells were synchronized in the G2 phase of the cell cycle, the centrosomes were
effectively stained as a doublet and Aurora-A was essentially localized on the centrosomes (Figure 3A).
As expected, when cells were treated with sn38 for 48 or 72 hr, Aurora-A became undetectable by
immunofluorescence (Figure 3A). Interestingly, genotoxic treatment dit not prevent centrosome
duplication, however, no separation was observed under these conditions. This confirms that Aurora-A is
necessary for centrosome separation and that its inhibition probably leads to cell arrest in the G2 phase
of the cell cycle due to abnormal centrosomal functions. Quantification experiments are presented Figure
3B to show the downregulation of Aurora-A expression and the absence of modification of centrosome
duplication.

Thus, we concluded from these results that the inhibition of Aurora-A expression by sn38
prevents the separation of the centrosomes, thereby inducing G2 arrest.

The downregulation of Aurora-A is not mediated by the p53-p21 pathway

It is well known that genotoxic treatment induced cell cycle arrest and cell death through the
activation of the p53-p21waf1 pathway. Following sn38 treatment, we effectively observed in HCT116
cells that p53 was stabilized and phosphorylated on its serine 15 residue. As expected, the steady state
level of p21waf1 was also enhanced in response to drug treatment (Figure 4A, left panel). As stated
above, a significant proportion of the cells enter senescence or apoptosis but only following 3-4 days of
treatment (Figure 4A, rigth panel). Since we and others have shown that p21wafl functions as a
transcriptional repressor of cell cycle genes upon genotoxic treatment (9, 29), we wanted to determine if
the p53-p21 suppressor network was involved in Aurora-A downregulation. To this end, we used the
human colorectal cancer cell line HCT116 and its p21 -/~ derivative cell line in which both p21waf1 alleles
have been deleted by homologous recombination (30). Results showed that sn38 reduced Aurora-A
mRMNA or protein expression to the same extent in parental or in HCT116 p21-/- cells (Figure 4B). To
confirm this observation, we also used the HT29 cell line that contains a mutated form of p53. As shown
Figure 4B, the kinase was also downregulated by sn38 in this cell line.
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In light of these results, we concluded that the dowregulation of Aurora-A is independent of the
pH3-p21 pathway.

DNA damage prevents the association of Myc with the Aurora-A promoter

We have recently shown that the expression of Myc is downrequlated in response fo
topoisomerase | inhibition (29). Western blot experiments presented Figure 5A confirmed this result and
showed that Myc is expressed in the G2 phase of the cell cycle, but that its expression was significantly
downregulated following topoisomerase | inhibition. These observations suggested to us that Myc could
function as a transcriptional regulator of the Aurora-A gene. As a first attempt to determine if the effect of
sn38 is related to a transcriptional downregulation, we have cloned the Aurora-A proxymal promoter in
front of a luciferase reporter gene. HCT116 cells were transfected with this reporter construct, treated or
not with sn38 and luciferase activity was measured after 48 hr on cytoplasmic extracts. A 2 fold
repression of the promoter activity was observed under these conditions (Figure 5A, right panel), further
suggesting that the regulation of the Aurora-A gene is due to transcriptional inhibition.

Transcription factor recognition site analysis of the aurora-A promoter (Matlnspector, Genomatix)
revealed the presence of several potential Myc binding sites in the proximal promoter of the gene (Figure
5C). To determine if Myc could be found associated with this promoter, its recruitment was analyzed by
chromatin immunoprecipitation experiments (ChIP) in HCT116 cells. To this end, cells were
synchronized in G2 or treated for 48 hr by sn38. Chromatin was then prepared using a formaldehyde
cross-linking protocoll and occupancy of the promoter was analyzed using specific pair of primers
spanning the potential Myc binding sites (Figure 5C). To ensure the specificity of the reaction, all
immunoprecipitations were quantified by real-time PCR as compared to the signals obtained with a
control IgG. PCR analysis was also performed with a different set of primers spanning a control region.
Results presented Figure 5D showed that when cells were synchronized in the G2 phase of the cell
cycle, antibodies directed against Myc effectively precipitated DNA encompassing the Myc responsive
element of the Aurora A promoter. Note however that we were able to detect Myc binding only on the -
655/-380 region. Interestingly, the association of Myc with DNA was significantly downregulated upon
sn38 treatment, further confirming the implication of this transcription factor in the regulation of the
Aurora-A gene. As a control of DNA sonication efficiency, PCR analysis did not detect any increase in
the Myc occupancy of a region 1.5 kb upstream of the Myc responsive region of the Aurora-A promoter.
In addition, we were also not able to detect any association of the STAT3 transcription factor with the
same region (Figure 5D).

Taken together, these results indicate that Myc is associated with the Aurora-A promoter in
growing cells and that its binding is downregulated upon topoisomerase | inhibition.

Transcriptional regulation of the Aurora-A promoter by Myc

To further characterize the transcriptional regulation of the Aurora-A promoter by Myc, we then
investigated the effect of Mye knockdown on the expression of the kinase. To this end, we used a
doxyeycline-inducible expression vector that drives Myc siRNA expression in two different clones of
LS174T colorectal cell line (named LS174T#1 and LS174T#2, (31)). This cell line was chosen since we
were able to detect a steady state expression of Aurora-A in growing cells. As expected, western blot
analysis showed that the addition of doxycyclin to LS174T cells induced a significant downregulation of
Myc level in the two clones (Figure 6A, top panel). Interestingly, we observed under the same conditions
that the expression of Aurora-A was inhibited upon Myc knockdown in the two different clones (Figure
6A, middle panel). Tubulin expression was used as a control to ascertain the specificity of these
experiments. In addition, FACS analysis indicated that myc downregulation did not significantly affect the
cell cycle profil of LS174T cells (Figure 6B). As expected, chromatin immunoprecipitation experiments
indicated that the downregulation of Aurora-A was associated with a significant reduction of Myc DNA
binding upon siRNA induction (Figure 6C). Interestingly, we also noticed that the proxymal Aurora A
promoter was acetylated on histone H3 but not on histone H4 in growing cells. Following Myc
downregulation, a significant inhibition of H3 acetylation was observed, probably related to the inhibition
of the promoter (Figure 6C). As a control, Myc and H3 acetylation were not detected on the control &
region.

Thus, we concluded from these results that Myc is necessary for the expression of the Aurora-A
gene.
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Aurora-A and Myc are overexpressed in tumor samples isolated from colorectal cancers.

Altogether these results suggest that Myc is involved in the upregulation of the Aurora-A gene. To
determine if this observation has a potential clinical interest, the expression of Myc and Aurora A mRNAs
were investigated in tumor samples isolated from patients suffering from colorectal cancers (n=11).
Following extraction, mRNAs samples were analyzed by quantitative PCR analysis and normalized to
the expression of the gapdh housekeeping gene. In agreement with the experimental data, we detected
a trend between overexpression of Myc and a high expression of Aurora-A. Results presented Figure 7A
and 7B indicated that Aurora-A and Myc were effectively expressed in most tumors. In addition, 7 tumors
out of 11 (63%, Figure 7B) expressed corresponding levels of Myc and Aurora, either low or high.
Although this remains to be shown with a higher number of samples, these results indicate that a
significant proportion of tumors might express at the same time high levels of Myc and of Aurora-A and
that these markers might be used as predictive tools.

RasV12 upregulation also induced a downregulation of Aurora-A expression

As stated above, we have recently shown that sn38 and topoisomerase | inhibition induces
growth arrest and senescence or apoptotic pathways in colorectal cell lines (32). Therefore, we wanted
to determine if Aurora-A downregulation was only related to topoisomerase | inhibition or if this could
also be observed with others inducers of cell cycle arrest. During the course of our work, we observed
that the rasv12 oncogene was also able to induce cell cycle arrest and cell death in HT29 cells. To this
end, we have used an inducible vector that allows the expression of the oncogene and the consequent
activation of the erk kinase upon doxycyclin addition (Figure 8A). Under this condition, and as recently
shown (33), a significant induction of cell death was noticed after 4 days of induction and was
comparable to the effect of sn38 (Figure 8B). Flow cytometry analysis indicated that rasv12 induced a
weak increase of the percentage of cells in the G2 phase of the cell cycle (Figure 8C). Interestingly, cell
cycle arrest induced by rasv12 expression was also correlated with a downregulation of Aurora-A. Using
quantitative PCR analysis, results presented Figure 8D showed that ras inhibited the expression of the
Aurora-A mRNA to the same extent as compared to topoisomerase | inhibition. A weak cooperation was
observed when ras expressing cells were treated with sn38 since DNA damage further downregulated
the expression of the kinase in ras-expressing cells. These results were confirmed by western blot
analysis since the expression of the Aurora-A protein was downregulated to the same extent in the
presence of rasv12 as compared to sn38 treatment (Figure 8E).

Using chromatin immunoprecipitation experiments, we then asked if the downmodulation of the
Aurora-A gene was also related to Myc regulation in ras-expressing cells. As expected, Myc was also
found associated with the Aurora-A proxymal promoter in HT29 cells and its binding was inhibited upon
sn38 treatment. However, the ability of Myc to bind to this promoter was not modified upon rasvi12
expression, indicating that the downregulation of Aurora-A was not due a to DNA binding inhibition
(Figure 9A). Myc proteins are not found as monomeric complexes in vivo but are associated with

transcriptional partners such as Max or Mad (34). In contrast to Myc, which activates transcription, the
Mad-Max heterodimers can act as transcriptional repressors through their association with the mSin3
corepressor complex. To determine which complexes are present on DNA, ChIP experiments were
performed using antibodies directed against Mad or Max. Results presented Figure 9B indicate that Mad
was detected on the Aurora-A promoter and that its binding was not affected by sn38 or rasvi12
expression. Interestingly, Max was also found on DNA in HT29 cells and its recruitment was significantly
increased upon rasv12 upregulation (Figure 9B).

Altogether, these results indicate that the expression of Aurora-A is downregulated in rasvi12-
expressing cells and that this is probably due to an enhanced recruitement of the Max-Mad complex on
its proxymal promoter.
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Discussion

It is widely accepted that DNA damage prevents cell cycle progression through the upregulation
of the p53-p21 pathway. Upon single or double DNA strand breaks, the ATM-ATR and chk1-chk2
kinases are activated and this allows the stabilization of p53 and the consequent upregulation of its
target genes (1, 2). As an illustration of this pathway, sn38/irinotecan treatment induces G2 arrest
through the p21-mediated inactivation of cdk1 and through the cytoplasmic translocation of cdc25C. In
this study, we have shown that cell cycle arrest induced by topoisomerase | inhibition also induced the
downregulation of the Aurora-A kinase. ChIP and RNAI experiments indicate that the Myc transcription
factor is normally involved in the transcriptional regulation of this gene. Following DNA damage, the
association of Myc with the Aurora-A promoter is inhibited and this leads to the transcriptional
downregulation. As a consequence, the duplicated centrosomes do not separate and cells are arrested
in the G2 phase of the cell cycle. Interestingly, this inhibition is not only related to DNA damage since it
can also be observed in response to abnormal expression of ras. Folllowing upregulation of the
oncogene, the expression of Aurora-A was also downregulated and this also leads to cell cycle arrest. In
contrast to DNA damage, the recruitment of Myc was not modified in ras-expressing cells. However the
association of the Max transcription factor with the Aurora-A promoter significantly increased. Altogether,
these results indicate that Aurora-A downregulation is an important event in cell cycle arrest induced in
response to various cell insults such as DNA damage or abnormal oncogenic expression. Although
further experiments are necessary to ascertain this point, we propose that the Max-Mad complex
functions as a transcriptional repressor of the Aurora-A gene.

Gene transcription is regulated at multiple steps including DNA binding of transcription factors,
recruitment of the basal transcriptional apparatus and elongation of mRNA synthesis. Activation is also
affected by several complexes that affect nucleosomal structure (36) such as histone acetyltransferase
(HATs) proteins and chromatin remodeling complexes. In light of previous results, we anticipate that Myc
is not present as a monomeric proteins on the Aurora promoter but rather associated with its
transcriptional partners, either Mad or Max. It is known that as a result of this combinatorial interaction,
the effect of Myc on gene expression varies and that the association with Max Is necessary to activate
transcription. This effect is explained by the association of Myc with TRAPP, a subunit of the TIP60
histone acetylase complex, and its association with TIP48 and TIP49, two ATPases involved in
chromatin remodeling (34). Sequential ChlP experiments will determine if Myc is associated with Max
and with TRAPP or TIP proteins on the Aurora-A promoter to induce its upregulation. In addition to its
effect on chromatin structure, Myc can also regulate the elongation program through its association with
the P-TEFb complex and cdk9 (37, 38). Preliminary experiments performed in the lab suggest effectively
that the recruitment of the RNA polymerase to the Aurora proxymal promoter is not regulated by the
transcription factor. It remains therefore to be determined if Myc requlates the elongation process on this
gene. Myc target genes are also regulated by the Mad-Max heterodimers that bind to DNA to inhibit
gene activation, probably as a feedback pathway. Transcriptional repression by the Mad-Max complex is
due to the recruitment of the Sin3a corepressor complex that induces histone deacetylation and
chromatin compaction (39, 40). Interestingly, our results indicate that the transcriptional donwregulation
of Aurora-A is effectively associated with an inhibition of histone H3 acetylation. Although this remains to
be firmly demonstrated, we propose that the Aurora-A gene is also regulated by this Mad-Max
complexes. Under normal conditions, Myc is bound to the promoter of the kinase, associated with Max,
and this allows the activation of the gene. Upon topoisomerase | inhibition, the expression of myc
decreases and the Max-Mad complex is associated with the Aurcra-A promoter to induce its
transcriptional downmodulation, probably through histone H3 deacstylation.

Following DNA damage, checkpoint controls prevent cell cycle progression until damage has
been repaired. During G1, arrest allows repair before DNA replication and during G2, arrest inhibits
progression towards mitosis, preventing the segregation of abnormal chromosomes. As stated above,
activation of the ATM/ATR chk1/2 kinases during G2 mainly activates the p53-p21 pathway. Besides
p53, DNA damage checkpoints also target the cdc25 phosphatase family, so that cell cycle arrest in G2
essentially relies on the p21-mediated inactivation of cdk1 and on the cytoplasmic translocation of
cde25c (13, 15). In light of our results, we propose that the downregulation of Aurora-A is also an
essential event of the G2 checkpoint following topoisomerase | inhibition. Besides the inhibition of
centrosome maturation and separation, the inhibition of the kinase is probably also necessary to allow
the upregulation of the p53 pathway. It has been shown recently that aurora-A phosphorylates p53 and
that this induces its degradation through an enhanced ubiquitination by mdmz2 (41). Alternatively, it has
also been proposed that p53 phosphorylation by Aurora-A abrogates its DNA binding activity (42). As a
consequence, its silencing significantly increased the incidence of apoptosis through an enhanced
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expression of the tumor suppressor. We therefore propose that the downregulation of Aurora-A is a
necessary event to allow the upregulation of p53 in response to topoisomerase | inhibition. Additionnally,
it has also been shown that Aurora-A is required for the initial activation of the cyclin B-cdk1 complexes
at the centrosomes (28). Although this remains to be demonstrated, the sn38-mediated downregulation
of the kinase certainly also prevents the activation of cdk1 at the centrosomes, further contributing to cell
cycle arrest.

Finally, we also speculate that the dowregulation of the kinase could also be a necessary event to
allow the transcriptional activation of DNA repair genes in response to topoisomerase | inhibition (23,
32). Importantly, Aurora-A has been originally characterized as a protein overexpressed in several
tumors including colorectal cancers and we have been able to confirm this observation using tumors
samples. It is also well known that Aurora-A overexpression leads to genomic instability (22) and to the
inhibition of p53-mediated apoptosis in response to DNA-damaging drugs. Since irinotecan and more
generally topoisomerase | inhibitors are widely used in the treatment of colorectal cancers, further clinical
and immunohistochemical analysis are now necessary to determine if the coordinated overexpression of
Myc and Aurora-A is associated with drug resistance and poor prognosis. An abnormal expression of
Aurora-A in Myc-expressing cells might provide an alternative explanation for the effect of this oncogene
on genomic instability .

Altogether, these results uncover a new pathway leading to cell cycle arrest in the G2 phase of
the cell cycle following topoisomerase | inhibition. Under normal conditions, the Aurora-A gene is
requlated by the Myc transcription factor. Following DNA damage, the expression of Myc is
downregulated and the binding of the transcription factor to the promoter of the kinase is inhibited. As a
consequence, the steady-state level of Aurora decreases, the centrosomes do not separate and
progression towards mitosis is inhibited. These results suggest that tumors expressing abnormal levels
of Myc together with a high expression of Aurora-A might be resistant to DNA-topoisomerase | inhibitors
such as irinotecan. The early identification of these proteins in colorectal tumors should help to
determine the drug resistance profile of individual tumors to define in advance the subsets of tumors that
will fail to respond to chemotherapy
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Figure Legends

Fig 1:

Aurora-A expression in the G2 phase of the cell cycle in colorectal cell lines.

A-C. HCT116 were synchronized in G1/S with hydroxyurea and released for the indicated times in
growth medium complemented with 10% serum. DNA content was analyzed by flow cytometric analysis
by propidium iodide incorporation (A). Aurora-A expression was analyzed in these conditions by
quantitative PCR (B,) or western blot (C), n=3.

D. HT29 p&3-/- cells were synchronized in G1/5 with hydroxyurea, released in growth medium and the
expression of Aurora-A was analyzed by western blot (n=3).

Fig 2:

Topoisomerase | inhibition induces a downregulation of Aurora-A expression.

A HCT116 were synchronized in G1/S with hydroxrurea A and released for 9h30 in growth medium or
treated with sn38 (10 ng/ml) in RPMI 10% FCS for indicated times.

B. DNA content was analyzed by flow cytometric analysis by propidium iodide incorporation.

C. Aurora-A expression was measured either by western blot analysis (left panel) or by quantitative PCR
(right panel). The expression of p21waf1 and tubulin were used as controls, n=3.

D. Flow cytometry analysis of cell death following topoisomerase | inhibition. Cells were treated with
sn38 and apoptosis was measured at the indicated times by propidium iodine staining.

Fig 3 :

The inhibition of Aurora-A prevents centrosomal separation.

A HCT116 cells treated as described in Figure 2 were subjected to immunofluorescence analysis using
a polyclonal antibody directed against Aurora-A. Centrosomes were detected by staining with
monoclonal antibody to y-tubulin.

B. The percentage of cells expressing a centrosomal Aurora A was evaluated and compared with y-
tubulin expression. ~ 100 cells were analyzed for each experiment, n=3 +/- sd.

Fig 4 :

The inhibition of Aurora-A is independent of the p53-p21 pathway.

A. HCT116 were synchronized in G1/S with hydroxyurea or treated with sn38 for the indicated times,
total cell extracts were prepared and analyzed by western blot using antibodies directed against
p2lwafl, p5s3 or its serine 15 phosphorylated form. In parallel, the percentage of senescent cells was
evaluated as the number of cells expressing SA-f-gal activity and cell death was analyzed by flow
cytometry (n=3).

B. Control, HCT116 p21-/- or HT29 p53-/- cells were treated as described above and the expression of
Aurora-A was measured by quantitative PCR analysis (left panel) or by western blot (right) using either
GAPDH or tubulin expression as controls, n=3.

Fig 5:

Myc is associated with the Aurora-A promoter.

A. Western blot analysis of myc expression in HCT116 cells. Cells were presynchronized with
hydroxyurea and further treated or not with sn38 (10 ng/ml) for the indicated times. The expression of
Myc and Aurora-A was analyzed by western blot on total cell extracts (n=3). In parrallel, cells were
transfected with a vector expressing a luciferase reporter gene (500 ng) under the control of the
proxymal Aurora-A promoter. Cells were then either synchronized in G2 or treated with sn38.
Cytoplasmic extracts were then prepared and processed to measure luciferase activity. The mean of 3
transfections is shown.

B. Schematic representation of the potential Myc binding sites present in the Aurora-A proxymal
promoter.

C. ChlIP analysis of the recruitment of Myc on the Aurora-A promoter. Cells were either synchronized in
G2 or treated with sn38. Soluble chromatin was immunoprecipitated with Myc polyclonal antibodies and
DNA samples were then amplified using pairs of primers that cover the proximal Aurora-A promoter (left)
or a control region (middle panel). As a control, the association of STAT3 with the -655/-380 region was
also analyzed (n=3).
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Fig 6 :

Myc is essential for the expression of the Aurora-A gene.

A LS174T cells were grown in the absence or presence of doxycyclin as indicated and Aurora
expression was then analyzed by western blot analysis.

B. DNA content in LST14T cells was analyzed by flow cytometry and propidium iodide incorporation.

C. ChIP analysis of the recruitment of Myc and of histone H3 acetylation on the Aurora-A promoter in
LS174T cells. Cells were either synchronized in G2 or treated with sn38. Soluble chromatin was
immunoprecipitated with anti-Myc or anti-acetylated-H3 polyclonal antibodies and DNA samples were
then amplified using pairs of primers that cover the proximal Aurora-A promoter or a control region. 1gG
immunoprecipitations were used as controls.

Fig 7 :

Overexpression of Myc and Aurora-A in colorectal tumors.

A-B. The expression of Aurora-A and Myc mRNAs was characterized by quantitative PCR analysis in
tumors samples isolated from colorectal tumors (n=11).

Fig 8:

RasV12 induces a downregulation of Aurora-A expression

A HT29 cells were grown in the presence or absence of doxycyclin and the expression of ras, of erk and
of its phosphorylated form was then analyzed by western blot using total cell extract (n=5). HT29 TO cells
express a control empty cDNA whereas HT29 Ras express the rasv12 cDNA upon doxycyclin treatment.
B. Flow cytometry analysis of the percentage of living cells in HT29 cells either expressing ras or treated
with sn38 (n=3).

C. Cell cycle profile of HT29 cells expressing or not the activated rasv12 oncogene (n=3).

D-E. HT29 cells were grown in the absence or presence of doxycyclin, treated or not with sn38 as
indicated and Aurora expression was then analyzed by quantitative PCR (D) or western blot analysis (E),
(n=3).

Fig 9:

RasV12 does not modify Myc recruitment but enhances Max DNA binding.

A_ ChIP analysis of the recruitment of Myc on the Aurora-A promoter in HT29 cells expressing rasv12.
Cells were grown In the absence or presence of doxycyclin and treated or not with sn38 as indicated.
Soluble chromatin was immunoprecipitated with the indicated antibodies and DNA samples were then
amplified using pairs of primers that cover the proximal Aurora-A promoter (n=3).

B. Cells were treated as described above and the recruitment of Mad and Max on the proxymal promoter
was analyzed by ChIP (n=3).
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Résultats complémentaires

L'inhibiteur du cycle cellulaire p21 se lie aux pomoteurs de c-myc et cdc25A lors de

dommages de ’ADN et induit leur répression

Toutes les étapes du cycle cellulaire se succatkefiacon coordonnée. L’enchainement de
ces étapes est assuré par plusieurs régulatevesinsiagntre autres les complexes cyclines et
kinases dépendantes des cyclines (cyclines/cdasidgulation de I'activité de ces complexes
est assurée par l'activation des cdks et I'appariséquentielle des cyclines mais également
par I'existence d’inhibiteurs endogenes appelés. Akdxiste deux familles de CKI dans les
cellules animales, les Cip/Kip et les INK4

La protéine p21 fait partie de la famille de pro&s Cip/Kip impliquée dans la régulation de
'ensemble des complexes cyclines/cdks. L’ensemiide ces protéines participe a la
constitution de différents points de contrdle aisgt ou non la progression des cellules dans
le cycle cellulaire. A c6té de ces réles classigdass l'inhibition du cycle cellulaire,
plusieurs études montrent que p21 régule le renerne du complexe transcriptionnel par
plusieurs facteurs de transcription comme c-mycencore STAT3 (Coqueret and Gascan
2000; Perkins 2002; Fritah, Saucier et al. 2005. drotéine p21 participerait ainsi a
I'inhibition de la progression du cycle cellulai®!autre part, des expériences de puces a
ADNc montrent que la surexpression de p2l est &ssa@cla répression de plusieurs genes
impliqués dans la progression du cycle celluldiaeréplication de 'ADN, ou I'entrée en
mitose comme cdkl, Plkl (Chang, Broude et al. 2@@&ng, Watanabe et al. 2000). Ainsi,
p21 semble étre un cofacteur transcriptionnel, rouhaitions donc analyser la régulation de
I'activité transcriptionnelle du facteur de traripion STAT3 par p21 et la présence de p21
sur le promoteur des genes cibles de STAT3. Deg pi2$ est induit lors de dommages de
'ADN par une voie dépendante de p53. Nous avonscdtesté l'effet des drogues

antitumorales telles que les inhibiteurs de topuis@se | et Il sur p21.

Nous avons tout d’abord analysé I'expression gadééine c-myc en réponse a I'induction de
p21 dans une lignée fibroblastique HT1080 tranékede facon stable avec vecteur inductible
a I'lPTG (isopropyl-1-thioB-D-galactopyranoside) de p21. En effet la stimalatie cellules

quiescentes avec différents facteurs de croissiaugicet I'expression de protéines comme c-
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myc ou encore STATS3. Ainsi lors d’'une stimulatiolf'ade de I'lL-6 (interleukine 6) des
cellules HT1080, une augmentation des ARNs de c-Btyde cdc25A est observée. En
revanche, l'induction de p21 inhibe la transcriptiet I'expression du géne de c-myc et de
cdc25A dans ces cellules, en croissance ou en sépen I'lL-6. Une analyse par
immunoprécipitation de chromatine a permis de raadtr évidence le recrutement de p21 lors
de son induction, sur le promoteur du gene de c-inggecrutement de p21 sur le promoteur
de c-myc et de cdc25A induit également linhibitiaiacétylation de I'histone H4 et
I'inhibition du recrutement de I'histone acétylted@rase p300. De plus, la forme élongatrice
de 'ARN polymérase Il (phosphorylée sur la sé@h@’est plus observable dans les exons du
géne de c-myc. Ainsi, le recrutement de p21 sprdenoteur de c-myc et cdc25A modifie le
complexe transcriptionnel recruté par STAT3 et indlinhibition de la transcription de c-
myc et de cdc 25A.

L’activation de p2l1 constitue une étape dans lanmép aux dommages de d’ADN. Nous
avons souhaité analyser linhibition de c-myc pad mlans les cellules HT1080 lors d'un
traitement induisant des cassures de I'ADN. Le sm3&abolite actif de I'irinotecan utilisé
dans le traitement du cancer colorectal, et la ddxoine, sont respectivement des inhibiteurs
de topoisomérases | et Il. Le traitement des adliT1080 avec ces différentes drogues
induit I'expression endogéene de p21 et inhibe adledc25A et de c-myc. Le recrutement de
p21 est également observé sur les promoteurs dgcetrcdc25A, de la méme maniére que
lors de linduction de p21 exogene. L'utilisatioe th lignée cellulaire HCT116 colorectale
dans laquelle le géne de p21 est inhibé par recwidnn homologue (HCT116 p21-/-)
permet de confirmer ces résultats. En effet, lgetreent des cellules HCT116 a l'aide des
différentes drogues permet également de mettrevieler&ce I'induction de p21, l'inhibition
de c-myc et le recrutement de p21 sur le promateuc-myc. En revanche, dans la lignée
cellulaire HCT116 p21-/-, linhibition de c-myc eshoins importante en réponse au
traitement. Ainsi, I'absence de p2l1 dans la ligeétorectale HCT116 perturbe donc la
régulation transcriptionnelle de c-myc en réponse @assures de '’ADN induites par les
inhibiteurs de topoisomérases. Cette réponse at®oarrait participer a la dérégulation du
point de contrdle induit par les dommages de I'ARNnduisant a la polyploidisation de ces

cellules.

Lors de dommages de I'ADN, p21 est induit par urcamésme dépendant de p53, se lie aux
complexes cyclines/cdks et les inhibent. La pr&giRb n’est donc pas phosphorylée, elle

inhibe les facteurs de transcription E2F, partiotpalors a I'arrét de la progression du cycle
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cellulaire. Parallelement, p21 est recruté sumplesnoteurs de cdc25A et de c-myc inhibant

ainsi leur activation et la progression du cycléutare.
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In addition to its function as a cyclin-dependent kinase (cdk)
inhibitor, p21*“? fulfills additional roles involved in DNA rep-
lication and transcriptional regulation that could also contrib-
ute to cell cycle arrest. In this study, we have shown that p21"*"
functions as a transcriptional repressor of the myc and cdc254
genes. Ectopic expression of the cell cycle inhibitor down-mod-
ulates myc and cdc25A transcription but has no effect on cdk4
levels. Using chromatin immunoprecipitation, we found that
p21"# is recruited to the promoters of these two genes together
with the STAT3 and E2F1 transcription factors. Its presence on
DNA is associated with an inhibition of the recruitment of the
p300 histone acetylase and with a down-regulation of histone
H4 acetylation. The same effect was also observed following
DNA damage because topoisomerase inhibitors such as sn38 or
doxorubicin also induce the association of p21"** with DNA,
Following transcriptional repression of the myc and cdc254
genes, cells were arrested in the fraction with 4 N DNA content.
By contrast, the expression of these two genes remains elevated
in the absence of the cell cycle inhibitor, and p21¥¥"~/~ cells
re-replicate their DNA and become polyploid. In light of these
results, we propose that p21*%* simultaneously targets cdk and
transcriptional regulators to prevent the expression of onco-
genic pathways upon DNA damage.

Cell cycle progression relies on the activation of cyclin-de-
pendent kinases (cdk)? that are controlled in part by cyclins and
by two classes of cdk inhibitors that bind to and inactivate these
kinases (1). The first class of inhibitors includes the INK4 pro-
teins such as p16, which targets cdk4 and hampers its binding to
D-type cyclins. The second class is composed of the Cip/Kip
proteins, p21*¥, p27"%!, and p57°%2 which bind to and
inhibit all cyclin-Cdk complexes. p21"¥? was originally identi-
fied as a transcriptional target of the p53 tumor suppressor
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gene, a cdkinhibitor and a protein induced upon senescence (2,
3). The essential role of p21"¥ relies upon its well known abil-
ity to inhibit cyclin-dependent kinases and DNA replication (4,
5), thereby inducing cell cycle arrest. Gene inactivation studies
have also demonstrated essential roles of p21*#? upon DNA
damage, mediating G, and G, arrest as well as tetraploidy
checkpoints (6, 7).

Besides its classical roles, p21" is also involved in a number
of other specific functions that may also contribute to growth
arrest. Beyond its involvement with cyclin/cdks, p21*%* func-
tions as a transcriptional cofactor that regulates the activity of
various DNA-binding proteins such as NF-«kB, Myc, E2F,
STAT3, and estrogen receptor (8 —10). Interestingly, through a
combined regulation of apoptosis and cell cycle progression,
most of these transcription factors participate in cell transfor-
mation and induce carcinogenesis when constitutively acti-
vated. Given that p21"“? binds to these transcription factors to
regulate their activities, it is tempting to speculate that p21"%*
simultaneously targets growth-promoting genes and cdk activ-
ity to induce cell cycle arrest (8).

¢DNA microarray analysis has demonstrated that the up-
regulation of p21"“" is correlated with the transcriptional
repression of genes involved in cell cycle progression, DNA
replication, and mitosis entry. For instance, p21"%? can inhibit
the expression of cdkl as well as a set of genes involved in
mitosis and DNA segregation such as the polo-like kinase [ and
the topoisomerase [le (11, 12). Inaddition, it has been proposed
that the cell cycle inhibitor modulates the activity of p300/CBP
proteins (13-15). These proteins are essential coactivators that
stimulate gene expression through their acetyl transferase
activity or through their ability to interact with components of
the transcriptional machinery (16, 17). For instance, it has been
recently shown on the Wrt4 promoter that p21*¥? prevents the
recruitment of p300, causing histone hypoacetylation and tran-
scriptional repression of the Wnt4 gene (18). Upon estradiol
signaling, p21"¥ has also been shown to form a ternary com-
plex with estrogen receptor and CBEP to regulate the expression
of the progesterone receptor (10). Interestingly, a general cor-
relation has been observed between CDE-CHR sequences and
the p21"¥ inhibitory effects (19). Cell cycle-dependent ele-
ment (CDE) and cell cycle gene homology region (CHR) are
DNA sequences involved in cell cycle-dependent transcrip-
tional regulation (20). These DNA sequences have been found
in some promoters that are inhibited by p21"%?, such as PLKI,
cyclin B1, or Topolle. In addition, mutating the CDE-CHR
sequences prevents the transcriptional inhibition of PLKT and
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cdk1 by p21"¥?, Therefore, one can speculate that the effects of
p21"%* are probably related to the inhibition of the transcrip-
tion factors that bind to the CDE-CHR sequences. Determining
the composition of these complexes and the associated role of
CBP/p300 acetylases will be an important step in understand-
ing the transcriptional functions of p21"¥?,

Following mitogenic stimulation of quiescent cells, the
Cdc25A phosphatase is activated by DNA-binding proteins
involved in cell cycle progression such as Myc, STAT3, or E2F1
(21-23). It has been proposed that Myc binds to the cdc25A
promoter to up-regulate its expression, thercby activating the
cyclin E-CDK2 complexes. To ascertain the physiological rele-
vance of p21"“? transcriptional functions, we characterized the
effects of the cell cycle inhibitor on the Myc-cdc25A pathway.
Using chromatin immunoprecipitation experiments, we have
observed that p21"% is recruited to the nrye and cde25 promot-
ers and that this binding is correlated with the inhibition of
p300 recruitment and with the down-regulation of histone H4
acetylation. As a consequence, the ectopic expression of p21"¥,
with an isopropyl-1-thio-B-p-galactopyranoside (IPTG)-in-
ducible vector, induced a down-regulation of the Myc and
cdc25A mRNAs. Importantly, this effect was also shown when
cells were treated with DNA-damaging drugs, indicating that
p21"“" not only binds to cyclin-cdk complexes but also to the
promoter of cell cycle genes upon DNA damage. We therefore
propose that kinase inhibition and transcriptional repression
are both necessary for p21"¥? to prevent cell cycle progression
in response to genomic insults.

MATERIALS AND METHODS

Antibodies, Cell Lines, and Cell Stimulation—Antibodies
against STAT3 (C20), E2F1 (C20), p21*“? (C19), c-Myc
(N262), and p53 (FL393) were obtained from Santa Cruz Bio-
technology. Anti-ee-tubulin (T9026) was obtained from Sigma.
The fibrosarcoma cells used in this study correspond to the
HT1080 p21-9 cell line that carries p21*“? in an IPTG-induc-
ible vector as previously described (11). Note that this cell line
(referred to in the text as HT1080) is p162** deficient and
expresses wild-type Rb and p53. These cells were a kind gift
from Dr. L. B. Roninson. All cells were maintained in RPMI
medium supplemented with 10% serum and were not used
beyond 25-30 passages. Drugs were resuspended in Me,SO
and used diluted at the indicated concentrations. The human
colorectal cancer cell line HCT116 wild type and its p21 '~
derivative cell line in which both p21*¥* alleles have been
deleted by homaologous recombination were a kind gift from Dr.
B. Vogelstein. Where indicated, cells were serum starved for 2
days. IPTG was then added for 24 h to induce the expression of
p21*¥?, and IL-6 (20 ng/ml) or serum (10%) was finally added
for the last 12 h.

Cell Extracts and Immunoblotting—All experiments were
performed on attached cells. For total cell extracts, 200 pl of
extraction buffer (10 mm Hepes, pH 7.9, 1.5 mM MgCl,, 10 mMm
KCI, 1 mM phenylmethylsulfonyl flucride, 1 wg/ml leupeptin, 1
pg/mlaprotinin, 1 mum dithiothreitol) were added to the plates.
After a 15-min incubation on ice, total extracts were recovered
by centrifugation at 12,000 rpm for 5 min, and the extracts were
either used immediately or frozen and stored at —80 “°C. Protein
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concentrations were measured, and 50-100 pg of protein
lysate were separated by SDS-PAGE and transferred to a poly-
vinylidene difluoride membrane. The membrane was probed
with the indicated antibodies and developed with the ECL
system.

Chromatin Immunoprecipitation (ChIP) Assay—Attached
cells were washed and cross-linked with 1% formaldehyde at
room temperature for 10 min. Cells were washed sequentially
two times with one ml of ice-cold phosphate-buffered saline,
centrifuged, resuspended in 0.5 ml of lysis buffer (1% SDS, 10
mM EDTA, 50 mm Tris-HCI, pH 8.1, 1 mMm phenylmethylsulfo-
nyl fluoride, 1 pg/ml leupeptin, 1 pg/ml aprotinin), and soni-
cated three times for 15 s each at the maximum setting. Super-
natants were then recovered by centrifugation at 12,000 rpm
for 10 min at 4 °C, diluted two times in dilution buffer (1%
Triton X-100, 2 mm EDTA, 150 mm NacCl, 20 mm Tris-HCI, pH
8.1), and subjected to one round of immunoclearing for 2 h at
4°C with 2 pg of sheared salmon sperm DNA, 2.5 pg of preim-
mune serum, and 20 pl of protein A-Sepharose (of 50% slurry).
Immunoprecipitation was performed overnight with specific
antibodies, and then 2 pg of sheared salmon sperm DNA and 20
pl of protein A-Sepharose (of 50% slurry) were further added
for 1 h at 4 °C. Immunoprecipitates were washed sequentially
for 10 min each in TSE I (0.1% SDS, 1% Triton X-100, 2 mm
EDTA, 20 mm Tris-HCl, pH 8.1, 150 mMNaCl) and TSE I1 (0.1%
SDS, 1% Triton X-100, 2 mm EDTA, 20 mm Tris-HCI, pH 8.1,
500 mm NaCl), and buffer 111 (0.25 M LiCl, 1% Nonidet P-40, 1%
deoxycholate, 1 mm EDTA, 10 mm Tris-HCI, pH 8.1). Bead
precipitates were then washed three times with TE buffer and
eluted two times with 1% SDS, 0.1 M NaHCO,,. Eluates were
pooled, heated at 65°C for 6 h to reverse the formaldehyde
cross-linking, and DNA was precipitated using classical proce-
dures. For PCR, 10 pl from a 100-ul DNA preparation were
used for 25-30 cycles of amplifications. The following regions
were amplified: region —223/—40 (p21"“?, STA'T3, E2F1 and
ets), —16/+204 (H4 and p300, corresponding to the first exon)
of the myc promoter, —222/458 of the cdc25A promoter, and
—162/+27 of the edk4 promoter. Primers are available upon
request. To detect the association of RNA pol II on the Myc
promoter, note that the ChIP experiments were performed on
the third exon of this gene since the polymerase is always pres-
ent on the myc initiation site.

Real-time PCR—For quantification, PCR was performed
with 5 ul of DNA and 5 pM primers diluted in a final volume of
5 ul of reaction mix LightCycler (2239264; Roche Applied Sci-
ence) and 4 mym MgCl,. Fluorescent products were monitored
by real-time PCR using a LightCycler. The PCR reactions were
carried out in a 10-pl volume containing 1X LightCycler Fast-
start DNA master SYBR Green 1 (Roche Applied Science), 5
pmol for each forward and reverse primer, 2 mm MgCl,, and 5
wl of the cDNA diluted 10-fold. After an initial denaturation
step at 95 °C for 10 min, each cycle consisted of a denaturation
step at 95 "C for 15 s, an annealing step at 55 °C for 11 s, and an
elongation step at 72 °C for 22 s. A total of 40 cycles were per-
formed. The fluorescent signal was acquired at the end of each
elongation step. A fusion curve was performed at the end of the
PCR cycle to determine the specificity of the primers. Data
analysis was performed as indicated by Roche Applied Science

JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY 34743

159



p21"“" Binds to the myc and cdc25A Promoters

present study (p21-9) (11) carries

A, p21wafl E Flow Cytometry Analysis—For
DNA content analysis, 2 X 10 cells
TPTG(h) [ 0 |12 | 24| 48 were washed twice with phosphate-
L2130 % buffered saline and fixed in 70% eth-
B. o anol. Cells were treated with 100
5 o 07 units/ml Ribonuclease A for 20 min
EE 3 PTG = [ & | EE 30 Et ,'if?‘ (Eci lc:iuspcnd(,d in phrc;;sphate—l
EZ 2| Mve I:l P 3 25 uffered sa }nc}mltalnl.rlgn ,ulg!m
> % y = propidium iodide, and immediately
1+ p21wafl El 10 analyzed by flow cytometry (BD

j ﬁ ﬁ . j ﬁ N Biosciences).

IPTG[ - | + | = [ + IL-6 PIG| - | + | - | + RESULTS

L2 3] 4 5] 2 | 10 | g2 p21"H Suppresses  myc  Gene
Western ot Mye P1 P2 Transcription—In addition to inhib-
iting cyclin/cdks, p21*4” participates
HBM-Luc in several protein-protein interac-
¢ 2.9 12 tions to prevent cell cycle progression
EE i PTG and DNA replication. In particular,
EE p21"*#! binds to transcription fac-
;:Cé 04 Mye El tors and coactivators to regulate
p2iwafl | . @ their functions (8, 9). An attractive
E possibility could be that p21*4?
2 IPTG a=tubulin | s s inhibits cell proliferation through
E [3] 4] transcriptional inhibition of cell
5 Western Blot cycle genes. To test this hypothesis,
‘g the effect of the cell cycle inhibitor
k5 D. L4, 4 404 was investigated on the expression
? =9 HT1080 @ . . .
3 2% 3 EZa- of mye, a well knowp 111duc“er of
[ Zz PTG [ - [ + %é G,—G, progression. The HT1080
g ;:% 27 MYC | a g = =8 o i 20~ fibrosarcoma cell line used in the

1] 104
j ﬂ plyall ‘ — _—— j [] p21**in an IPTG-inducible vector
Serum - + O=tUDULN | g s Serum . + (Fig. 14, lanes 1-4). Up-regulation
IPIG| - | + | - | + IPTG| - [ + | - [ + of p21"¥* was detected as early as
12| 3|4 o JEPEIERED EEEEER 2 Sl T st
: 516 7]8] 12 h after IPTG induction and
Western Blot Myc Pl P2 remaincd. consts}nt for the nexlt 48 h.
‘ Luciferase| A 24-h stimulation was used for the
HBM-Luc following experiments. To deter-

f tho wafl @ v
FIGURE 1. p21*°"" down-regulates myc expression. A, growing HT 1080 cells were left untreated or treated mine whether p21 regulates nmyc
= with IPTG (50 M) for the indicated times. Overexpression of p21%%" was verified by Western blot analysis. 8, ~ expression, cells were either main-
HT1080 cells were serum starved, left untreated or treated with IPTG (24 h, 50 uM), and then stimulated with tained in serum (Fie. 1C) of serum
1L-6 (20 ng/ml, last 12 h) asindicated. Total RNA was prepared and Myc mRNA levels were analyzed by real-time 5¢ i ( & } ) '_ .
PCR (lanes 1-4). The expression of myc was then analyzed by Western blot, and tubulin expression was moni- ~ Star ved and stimulated with two dif-
torgd asa fjontroi Uane;s 5- 8).;0 par?‘ﬂel, cielis were transfetl:]ted with fth.e }-icBM—?i;u? report;]ar gene §5 ng),starved,  ferent mitogens, IL-6 or 10% serum
and treated or not with IPTG for 24 h, in the presence or absence of IL-6 for the last 12 h. Cytoplasmic extracts . e
were then prepared and processed to measure luciferase activity (lanes 9-12); the mean of five transfections + (Fig. 1, B and ‘D’ . T "’p'"‘u “T( 1y).
S.D.is shown. C, asynchronously growing HT1080 cells were either left untreated or treated with IPTG (24 h, 50 Results presented in Fig. 1 Bindicate
M), and the expression of myc was analyzed as described in panel Bbyreal-time PCR (fanes 1-2)orWesternblot  {[at p21 wafl prevents myc induction
(lanes 3-4). D, HT1080 cells were serum starved for 2 days, left untreated or treated with IPTG (24 h, 50 um), and . e ) IL-6 § lati
then stimulated or not with 10% serum for the last 12 h. The expression of myc was analyzed by real-time PCR in response to -6 stimulation.
(lanes 1-4), Western blot (lanes 5-8), or reporter gene experiments (lanes 9-12); the mean of five transfec-  Treatment of cells with IPTG sup-
tions = S.D. is shown. pressed Myc mRNA as shown by
quantitative real-time PCR and pro-
using the “Fit Point Method” in the LightCycler software 3.3.  tein expression by Western blotting (Fig. 1B, lanes 3—4 and
The relative quantification of gene expression was performed  7-8). In addition, p21"#” prevented the IL-6-mediated induc-
using the comparative C. method, with normalization of the  tion of the Myc HBM-Luc promoter (24), confirming its inhib-
target gene to the endogenous housekeeping gene glyceralde-  itory functions at the transcriptional level (Fig. 1B, lanes 11 and
hyde-3-phosphate dehydrogenase. The induction factor was  12). By contrast, no effect was observed in the absence of
determined for the three reverse transcriptions, and an average  cytokine stimulation. Interestingly, the same effects were

ibe

induction factor was then calculated. also observed in growing cells, where p21"#? was found to
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FIGURE 2. Inhibition of p300 recruitment and histone H4 acetylation upon p21*°f induction. A and 8,
ChIP analysis of the recruitment of STAT3, p21™, and p300 and of histone H4 acetylation on the myc pro-
moter. Cells were serum starved for 2 days, treated with IPTG (24 h, 50 uM), and stimulated with IL-6 for 1 h.
Soluble chromatin was immunoprecipitated with the corresponding antibodies, and DNA samples were then
amplified using pairs of primers that cover the proximal myc promoter. C and D, ChIP analysis of the recruit-
ment of EF1, ets1/2, STAT3, p21“""‘"’, and p300 and of histone H4 acetylation (Ac-H4) on the myc promoter in
growing cells. Asynchronously growing cells were either left untreated or treated with IPTG (24 b, 50 uM), and
ChiPs were performed as described above. E, cells were serum starved for 2 days and treated with IPTG (24 h)
and IL-6 (last 12 h) in the presence or absence of trichostatin A (TSA, 100 nm) as indicated. Myc mRNA levels were
analyzed by real-time PCR (lanes 1-4). The effect of TSA was also analyzed on Myc mRNA levels in growing cells
(lanes 5-8).

p21"¥! Binds to the myc Promoter
to Prevent Histone H4 Acetylation—
One proposed mechanism whereby
p21"¥ can specifically regulate
transcription is through physical
association with transcription fac-
tors that could provide a bridge with
the initiation complex. We and oth-
ers have previously shown that
p21"¥! interacts with E2F1 or
STAT3 to prevent their transcrip-
tional activity (25, 26). To assess
whether p21"*" binds to the myc
proximal promoter in association
with these two transcription factors,
ChIP experiments were performed
following IL-6 stimulation or in
growing cells. Upon cytokine stimu-
lation, results demonstrated bind-
ing of endogenous STAT3 to the
proximal Myc promoter, whereas
no binding was detected in the con-
trol region (Fig. 24, lanes 1-4 and
data not shown). In parallel, the
ChIPs assay also showed that
p21*¥" binds specifically to this
region of the mye gene upon IPTG
induction (Fig. 24, lanes 5-8). As
expected, STAT3 DNA binding
was associated with the recruit-
ment of p300 and with histone H4
acetylation on the mye proximal
promoter (Fig. 2B, lanes 2 and 6).
ChIP assays showed a significant
down-modulation of p300 binding
as well as a reduction of H4 acety-
lation upon p21*%? induction (Fig.
2B, compare lanes 2, 4 and 6, 8).

The same effects were also
observed in growing cells, where
p21"”" was also found to inhibit
myc expression (Fig. 1C). Under
these conditions, p21*“? bound to
the myc promoter upon IPTG
induction (Fig. 2C, lanes 7 and 8).
Confirming the above results,
down-modulation of p300 binding
as well as inhibition of histone H4
acetylation in p21"¥ .expressing
cells was shown. As a consequence,

inhibit the expression of the steady-state level of Myc mRNA  the association of the elongating form of the RNA polymerase
and its corresponding protein (Fig. 1C). The same experi- with DNA was also inhibited (Fig. 2D, lanes 1-8). In growing
ments were also performed using serum-starved cells that  cells, only E2F-1 was recruited to the myc promoter because
were restimulated with 10% serum (Fig. 1D). In contrast, neither STAT3 nor ets1/2 was detected on DNA (Fig. 2C, lanes

p21"¥* had no effect on myc mRNA (Fig. 1D, lanes 1-4), 1-6).

protein (lanes 5-8), or promoter (lanes 9-12) under these We also observed that the DNA binding activities of E2F-1
conditions, further confirming the specificity of its tran-  and STAT3 were unaffected by increased p21"®? expression
scriptional functions. (Fig. 24, lane 4,and 2C, lane 2). To confirm that p21*?? down-
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A.

E.

FIGURE 3.p21**" inhibits the expression of cdc25A. A, asynchronously growing HT1080 cells were either left
untreated or treated with IPTG (24 h, 50 um), and the expression of the Myc, cdc25A, and cdk4 mRNAs was
analyzed by real-time PCR. B and C, soluble chromatin was prepared from asynchronously growing HT1080
cells treated or not with IPTG for 24 h and immunoprecipitated with antibodies directed against E2F1, p21%/
(8), or Myc, p300, and the acetylated form of histone H4 (C). The final DNA extractions were amplified using
pairs of primers that cover the proximal cdc254 promoter. D, soluble chromatin was prepared from asynchro-
nously growing HT1080 cells treated or not with IPTG for 24 h and immunoprecipitated with antibodies
directed against p21*“"' or a control IgG in the presence or absence of the corresponding p21**"" immuno-
genic peptide as indicated. Final DNA extractions were amplified using pairs of primers that cover the proximal
myc, Cdc25A, and cdk4 promoters and were analyzed by real-time PCR. Quantification represents the aver-
age =+ S.D. of three independent experiments. E, ChIP analysis of the recruitment of p300 and Myc and of
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histone H4 acetylation of the cdk4 promoter was performed as described in panel 8.

regulates transcription through histone deacetylation, cells
were pretreated with trichostatin A, a histone deacetylase
inhibitor. Under these conditions, the ability of p21*¥? to
down-modulate endogenous Myc mRNA expression was
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inhibited. This effect was observed
in growing cells or upon cytokine
stimulation (Fig. 2E, lanes 3—-4 and
7-8).

Transcriptional Regulation of myc
Target Genes by p21"¥"—Having
shown that p21"¥* down-regulates
Myc expression, we investigated
whether the cell cycle inhibitor also
prevents the expression of Myc tar-
get genes involved in cell cycle pro-
gression. To this end, we focused on
the expression of cdk4 and cdc25A4,
two genes involved in S-phase pro-
gression and previously shown to be
directly regulated by Myc (21, 22,
27). Results presented in Fig, 34
indicate that the up-regulation of
p21"¥  effectively prevents the
expression of cdc25A mRNA. As a
control, Myc steady-state levels
were also inhibited under these con-
ditions (Fig. 34, lanes 1-4). Surpris-
ingly, p21*¥" did not affect the
expression of cdk4 (Fig. 34, lanes 5
and 6). It has been shown previously
that Myc and E2F1 regulate the
expression of the cdc25A gene (21—
23). Using ChIP experiments, we
observed that the two transcription
factors were present on the cdc25A
promoter in growing cells (Fig. 3B
and 3C, lane 1). As expected, p300
binding and histone H4 acetylation
were also detected (Fig. 3C, lanes 3
and 5). Upon IPTG addition,
p21"% was recruited to the cde254
promoter, probably in association
with E2F1, still bound on the DNA
(Fig. 3B, lanes 3 and 4). As expected,
Myc binding was inhibited upon
p21"*% |oading (Fig. 3C, lanes 1 and
2). Down-modulation of p300 bind-
ing and inhibition of histone H4
acetylation were also observed in
the presence of the cell cycle inhib-
itor (Fig. 3C, lanes 4 and 6).

As stated above, there was no sig-
nificant effect of p21"*¥? on cdk4
expression. In addition, we were
unable to detect any association of
E2F1 with the edk4 promoter (data
not shown). To determine whether
p21"* was recruited to the cdk4

promoter, we then used real-time PCR to compare by a quan-
titative assessment the ChIP signals obtained on the mye,
cdc25A, and edk4 promoters (Fig. 3D). As expected, p21"¥? was
not recruited to DNA in the absence of IPTG, but real-time
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A. 3 Tl scripltic_rnal effects of pfll“’“ﬂ are
=52 specific to the Myc-cde25A path-
S|=| = way and do not affect the expression
of cdk4.
o ™ p2iwafl p2I" Binds to the myc and
cdc25A  Promoters upon DNA
[1]2 ]3] Damage—\¥e then studied whether
B. i _ p21*¥* also binds to the myc and
0'—; = g 2|2 cdc25A promoters upon DNA dam-
S gy 5 =85 age. To this end, cells were exposed
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zﬁé 04 - MYC | g o somerase I/II inhibitors, sn38 (the
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Western Blot Myc and cdc25A mRNAs in grow-
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FIGURE 4. p21*°f" functions as a transcriptional repressor upon DNA damage. 4, asynchronously
growing HT1080 cells were treated or not with SN38 (5 ng/ml) or doxorubicin (30 nm) for 36 h, and the
up-regulation of p21%7 was verified by Western blot analysis. B, asynchronously growing HT1080 cells
were treated or not with SN38 (5 ng/ml) or doxorubicin (30 nm) for 36 h, and the expression of the Myc and
cdc25A mRNAs was analyzed by real-time PCR (lanes 1-8). In parallel, the expression of the Myc, cdc25A,
and p21*7 proteins was analyzed by Western blot {lanes 9-12). Cand D, soluble chromatin was prepared
from asynchronously growing HT1080 cells treated or not with SN38 or doxorubicin and immunoprecipi-
tated with the indicated antibodies. Final DNA extractions were amplified using a pair of primers that

cover the proximal promoters of myc (C) or cdc254 (D).

PCR analysis indicated that the cell cycle inhibitor could be
found associated with the myc and edc254 promoters upon
induction. By contrast, p21*“! was not detected on the cdk4
promoter (Fig. 3D). As a control, no amplification was detected
in the presence of a control IgG antibody or when immunopre-
cipitations were performed in the presence of the p21"¥?
immunogenic peptide. In addition, we observed that despite
Mye down-regulation, residual levels of the transcription factor
were still found associated with the edk4 promoter upon IPTG
addition (Fig. 3E, lanes 3and 4). Accordingly, p300 binding and
histone H4 acetylation were not affected by the up-regulation of
the cell cycle inhibitor (Fig. 3E). This indicates that the tran-
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with the myc and cdc254 promoters
(Fig. 4C and 4D, lanes 4-6). Con-
firming the above results, we also
observed that the recruitment of
p21*% to DNA was associated with
a down-modulation of p300 and
RNA polymerase binding to the nyc
gene (Fig. 4C, lanes 7-9and 10-12).
On the cdc25A promoter, the load-
ing of the cell cycle inhibitor was
also correlated with an inhibition of
Myc and p300 binding, In addition, p21"®? prevented the elon-
gating form of the polymerase from reaching the 3 part of the
gene (Fig. 4D, lanes 7-9, 10-12, and 13-15).

To confirm this result, we then used the human colorectal can-
cer cell line HCT116 and its p21~'~ derivative cell line in which
both p21*¥* alleles have been deleted by homologous recombina-
tion (6). Whereas sn38 and doxorubicin reduced cdc25A mRNAs
in parental cells, real-time PCR showed that this down-regulation
was not observed in HCT116 p21—/— cells (Fig. 54, lanes 1-6).
Interestingly, Myc was only partially repressed in the absence of
p21" (Fig, 54, lanes 7-12). It has been recently demonstrated
that p53 binds to the Myc promoter to repress its expression (28).
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FIGURE 5. Regulation of myc and c¢dc25A expression in cells lacking
p21%af!, A, HCT116 wild-type cells or their p21~/~ derivative were treated
with SN38 (5 ng/ml) or doxorubicin (30 nw) for 36 h, and the expression of the
cdc25A (lanes 1-6) and myc (lanes 7-12) mRNAs was analyzed by real-time
PCR. B, soluble chromatin was prepared from asynchronously growing
HT1080 cells treated or not with SN38 (5 ng/ml) or doxorubicin (30 nm) for
36 h. ChIP experiments were performed to analyze the recruitment of p21*2”
and p53 to the proximal myc promoter in parental (lanes 1-6) or p21~/~ cells
{lanes 7-12).

Using ChIP experiments, we effectively found in wild-type or
p21 7'~ cells that p53 was recruited to the Myc promoter upon
drug treatment (Fig. 5B, lanes 1-3 and 7-9). Although additional
studies are required to confirm these findings, these results suggest
that the residual repression of Myc in p21~/ cells was probably
due to p53 binding,

p21"¥ Prevents Aneuploidy upon Genotoxic Treatment—
The effect of doxorubicin was also studied on HCT116 wild-
type or p21~/~ cells. To this end, cells were synchronized in
G,/S with hydroxyurea, released, and further treated with 30
nM doxorubicin for 15-48 h. This treatment is well known to
induce the expression of p21"¥ in HCT116 cells, which
remained growth arrested with a4 N DNA content (Fig, 64 and
6B, top panel) (6, 7). As previously shown (29), most of the
p21"¥ 1=/~ cells started to float and died by apoptosis under
these conditions (data not shown). However, 30 h after syn-
chronization, a substantial fraction of these cells remained
attached to the plastic dish and become polyploid (30— 40%). By
30 h, 44% of these surviving cells were detected with a DNA
content between 4 and 8 N (Fig. 6B, bottom panel), suggesting
that these cells re-replicate their DNA. Accordingly, a signifi-
cant expression of the Myc and cdc25A mRNAs was detected in
this attached p21~'~ subpopulation. By contrast, most of the
HCT116 control cells were still arrested within 48 h in the frac-
tion with 4 N DNA content (Fig. 4B, top panel). Additionally,
we were not able to detect the expression of mye and cdc254 in
these cells even after 48 h. Although further experiments are
needed to fully demonstrate this point, these results suggest
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FIGURE 6. HCT116-attached cellslacking p21** become polyploid upon
genotoxic treatment. A, HCT116 wild-type cells were synchronized with
hydroxyurea and released in serumin the presence of doxorubicin (30 nm) for
the indicated times. Cellular extracts were then subjected to immunoblotting
for p21*91 B, HCT116 wild-type or p21~/~ cells were treated as described in
panel A for the indicated times, Attached cells were harvested, fixed, and
stained with propidium iodide and then analyzed by flow cytometry. C,
HCT116 wild-type or p217/~ cells were treated as described in panel A for the
indicated times. The expression of myc and cdc254 was analyzed on attached
cells by Western blotting using tubulin as a control.

that the presence of p21"%” prevents polyploidization through
the down-regulation of cell cycle genes.

DISCUSSION

Cell cycle progression relies on the activation of cyclins and
cyclin-dependent kinases (cdk) that successively act in G, to
initiate S-phase and in G, to initiate mitosis. To prevent abnor-
mal proliferation, cyclin-cdk complexes are precisely regulated
by cell eycle inhibitors that block their catalytic activity. Among
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these inhibitors, p21**? is induced by p53-dependent and -in-
dependent mechanisms to bind all cyclin-cdk complexes and
prevent cell cycle progression. This protein is therefore well
known to inhibit E2F function through ¢dk2 inhibition and Rb
dephosphorylation, but it can also prevent DNA replication
through proliferating cell nuclear antigen binding and DNA
replication inhibition (2, 4). Besides these classical functions,
several studies have shown that p21"¥? also interacts with var-
ious DNA-binding proteins involved in cell cycle progression.
This has led to the hypothesis that p21**? might simulta-
neously target cdks and transcriptional regulators to inhibit the
expression of growth-promoting genes (8, 9).

In this study, we have shown that p21"¥ functions as a tran-
scriptional regulator that physically associates with the pro-
moter of the myc and cdc25A genes. By ChIP assays, we found
that p21*“? binds the same region of these promoters as
STAT3 or E2FL, consistent with a model whereby these two
transcription factors provide a bridging mechanism to targeted
promoters (25, 26). Determining whether these two transcrip-
tion factors are the only targets of p21"#? will be an important
issue to resolve, Several cyclin-cdk complexes are involved in
transcriptional regulation, and one can speculate that the cell
cycle inhibitor might also be recruited to DNA through cyclin-
cdk bridges. For instance, the transcriptional functions of
p21*%" have been initially correlated to the inhibition of p300-
associated cdk2 activity (30). In addition, cdk7 and cdk9 phos-
phorylate the carboxyl-terminal domain of the large subunit of
RNA polymerase, a critical mechanism in the regulation of
pre-mRNA elongation (31-33). Importantly, we have recently
shown STAT3 regulates the elongation of transcription
through its interaction with cdk9 (34). Therefore, these obser-
vations suggest that p21"%”? might also interact with proximal
promoters through cyclin-cdk bridges. Serial ChIP analysis as
well as RNA interference should help to evaluate the relative
contributions of STAT3, E2F1, and cyclin-cdks in the tran-
scriptional functions of the cell cycle inhibitor.

Although overexpressed p21"¥* prevents both Myc and
cdc25A mRNA expression, cdk4 levels were unaffected by the
cell eycle inhibitor. Accordingly, p21"®" binding does not
occur at the edk4 promoter, indicating that the transcriptional
functions of this protein are promoter specific. Although this
remains to be fully demonstrated, our results also indicate that
p21"¥" might prevent the recruitment of the p300 histone
acetylase to inhibit histone H4 acetylation. We speculate that
this finally prevents the loading of the initiation complex, con-
verting the myc and cdc25A promoters from a transcriptionally
active state to an inactive one. Future experiments will deter-
mine whether the presence of the cell cycle inhibitor is associ-
ated with a decreased accessibility of these promoters through
chromatin remodeling.

Through activation and/or repression of its target genes, up-
regulation of the Myc oncogene leads to hyperproliferation,
tumorigenesis, and genomic instability (35, 36). Itis well known
that tumor suppressor genes, such as p53, p16™* p194%E or
p21"¥" prevent the effects of Myc on cell cycle progression
through Rb dephosphorylation and E2F inactivation. However,
recent results have also shown that p19*# binds to the activa-
tion domain of Myc to prevent its transcriptional functions
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FIGURE 7. Proposed model for the p21-mediated cell cycle arrest upon
DNA damage. Upon DNA damage, p21*“*' is induced by p53-dependent
mechanisms and binds to cyclin-cdk complexes. As a consequence, Rb is
dephosphorylated, andthis protein binds to E2F to prevent cell cycle progres-
sion. In addition, p21*°" is recruited to the promoters of myc and cdc25A to
inhibit their activation. The same effect has also been reported on mitatic
genes to prevent inappropriate chromosome segregation upon DNA dam-
age (11,12).

(37). As a consequence, the tumor suppressor blocked the abil-
ity of Myc to transactivate the telomerase reverse transcriptase
promoter. Interestingly, p19°** does not inhibit the ability of
Mye to induce apoptosis or repress transcription, suggesting
that its inhibitory functions are directed against growth-pro-
moting genes. In addition, p53 can repress miyc expression (28).
Chromatin immunoprecipitation experiments have shown that
p53 binds to the myc promoter to prevent its expression. This
etfect is associated with histone H4 deacetylation and recruit-
ment of the mSin3a corepressor. Although this remains to be
demonstrated for pl6™*7 it therefore appears that p53,
p19*%F and p21*¥ have transcriptional functions that also
control the effect of Myc on tumorigenesis.

Recent results have suggested that the balance between Myc
and p21"** plays an important role in cell cycle regulation. For
instance, the cell cycle inhibitor binds to the activation domain
of Myc to prevent the formation of the Myc-Max heterodimer
and repress its transcriptional activity (38). Conversely, Myc
can be recruited to the p2 1" promoter by Myz-1 to inhibit its
expression and prevent cell cycle arrest (39, 40). Through
recruitment of the Dnmt3a corepressor, the Myc-Myz complex
leads to DNA methylation and subsequent silencing ot the
p21"% promoter (41). Therefore, it appears that p21*¥? can
inhibit cell cycle arrest through Myc down-regulation but also
that Myc prevents p21"%? expression to induce proliferation.
In line with this observation, we have recently shown that the
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expression of p21"#7 is lost in glioblastoma cells, whereas myc
levels remain unaltered (42).

Recent observations have demonstrated that the up-regula-
tion of p21"¥* leads to the down-regulation of multiple genes,
most of which are involved in chromatin assembly and mitosis.
As illustrated Fig. 7, we now propose that in addition to p53 and
p19*%F, p21"4 functions as a transcriptional inhibitor of the
Myc-cdc25A pathway. Therefore, in addition to its ability to
inhibit cyclin-dependent kinases and DNA replication, the
transcriptional functions of p21*#? might also play an impor-
tant role in the control of DNA damage and tumorigenesis.
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Discussion et perspectives

| Les inhibiteurs des Topoisomérases | inhibent Iepression d’Aurora A par

I'intermédiaire du facteur de transcription c-myc

La progression des cellules a travers le cyclellzte et la mitose est assurée par I'apparition
séquentielle de différentes protéines comme ledineg; mais également les kinases
mitotiques. L’'entrée en mitose se caractérise giasi 'augmentation d’expression de la
kinase Aurora A. Celle-ci persiste au niveau degrosomes dupliqués jusqu’en fin de phase
M ou elle est prise en charge par le systeme uinguigase APC/C cdhl pour étre dégradée
(Dutertre, Descamps et al. 2002; Sugimoto, Uraral.e2002). Aurora A est activée dans un
premier temps par la protéine Ajuba (Hirota, Kukitet al. 2003) et se localise au niveau des
centrosomes et des microtubules proximaux émarewces derniers (Dutertre, Descamps et
al. 2002). Elle régule ainsi le nombre de fuseaitgtigues formés. Elle active la phosphatase
cdc25B, participant alors a lactivation du comm@exycline B/cdkl au niveau des
centrosomes, et constitue donc un régulateur clé ttansition G2/M (De Souza, Ellem et al.
2000; Dutertre, Cazales et al. 2004). Elle particgeu a la duplication, mais plutdt a la
maturation des centrosomes (Marumoto, Honda e2Cf)3). Elle participe également a la
condensation de la chromatine, en phosphorylamtéhe H3 (Scrittori, Hans et al. 2001;
Crosio, Fimia et al. 2002) et a I'attachement dbsomosomes au fuseau mitotique en
phosphorylant au niveau des centromeres, CENP-Ani(gku, Sasayama et al. 2003;
Marumoto, Honda et al. 2003). Enfin, sa dégradatemble indispensable a la sortie de
mitose des cellules (Honda, Mihara et al. 2000).

Du fait de son implication dans I'établissementndmmbre de pbles et de fuseaux mitotiques,
la dérégulation d’Aurora A semble étre impliquéasia tumorogeneése. Elle contrdle en effet
la ploidie des cellules. Son inhibition dans lemdies cellulaires tumorales est associée a la
tétraploidisation par absence de division, un armétporaire en phase G2/M du cycle
cellulaire dépendant de pRb et une induction dpop#ose dépendante de p53 (Du and
Hannon 2004). Sa surexpression dans les lignékdaieds tumorales est également associée
a la tétraploidisation des cellules, a 'augmeatatiu nombre de centrosomes et a I'absence
d’'induction d’apoptose par inhibition de p53 (AnaR&nrhyn-Lowe et al. 2003). D’autre part
les traitements chimiothérapeutiques utilisés eniqele semblent inhiber la kinase Aurora A
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(Cazales, Schmitt et al. 2005; Krystyniak, Garcthdverria et al. 2006). Cependant, sa
surexpression dans les cellules semble égalemeninukr la mort cellulaire induite
normalement par ces traitements (Anand, PenrhyneLat al. 2003). De plus, la
surexpression d’Aurora A est tres frequemment vee dans différentes tumeurs humaines.
Cette surexpression est associée a une amplificdtionombre des centrosomes récemment
associéee a l'instabilité chromosomique de type (Hbkerdt, Yuan et al. 2005).

Ainsi, comprendre les différents mécanismes régulaativité de la kinase Aurora A mais
également la régulation de sa synthése permettrdeemieux appréhender son implication
dans la tumorogenese. Nous nous sommes donc s#srasla régulation transcriptionnelle
d’Aurora A.

Dans cette étude, nous avons testé l'effet du sm&Babolite actif de I'irinotecan utilisé en
clinique, dans le traitement des cancers colorgctsur les cellules tumorales colorectales.
Nous avons observeé la diminution de I'expressioradprotéine Aurora A. Du fait de son
implication dans le cycle du centrosome, nous aemssiite observé I'effet de cette inhibition
sur cette organelle par microscopie fluorescent®usN avons constaté que malgré
I'introduction de dommages de I'ADN, les centrosense dupliquent normalement dans les
cellules. L'expression de la kinase Aurora A dingraependant et la protéine est de moins en
moins visible au niveau des centrosomes dupligbisis avons également constaté une
absence totale de séparation des centrosomes, ayEn@e 72 h de traitement. Des études
précédentes démontrent l'inhibition de l'activité th kinase en réponse aux dommages de
I’ADN induits par I'étoposide (Cazales, Schmittagt 2005; Krystyniak, Garcia-Echeverria et
al. 2006). L’absence de séparation des centrostorgesde l'inhibition de la kinase Aurora A
par RNAi est également rapportée par d’autres éguibu and Hannon 2004). Les
dommages de I'ADN induits par le sn38 dans lesutas| colorectales se caractérisent ici par
une diminution d’expression de la protéine, qucstampagne de I'absence de séparation des

centrosomes.

Nous avons également observé une diminution deréession de TARNm d’Aurora A en
réponse aux dommages de I'ADN. L’expression des ARBbst régulée par I'action de
différents facteurs de transcription. Plusieurgdétumontrent que les dommages de I'’ADN
induisent un arrét du cycle cellulaire en phase @il G2 dépendante du facteur de
transcription p53, empéchant alors la tétraploiieades cellules (Waldman, Lengauer et al.

1996; Andreassen, Lacroix et al. 2001). Ce factbartranscription est impliqué dans la
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régulation de plusieurs autres protéines partitipala progression du cycle cellulaire ou la
mitose. Ainsi, p53 inhibe l'expression de la cyeliB, cdc25C, ou encore de cdkl en
interagissant directement avec leurs promoteursoante, Abrahamson et al. 1999; Zhao,
Gish et al. 2000; Taylor, Schonthal et al. 2001;C#ir, Giono et al. 2004). Cependant,
malgré I'activation de p53 et sa phosphorylation lsusérine 15 en réponse au sn38, ce
facteur de transcription ne semble pas impliqué damégulation de I'expression d’Aurora A.
En effet, le traitement au sn38 de la lignée caital HT29 dans laquelle la protéine p53 est
inactivée montre la méme diminution d’expressionadprotéine et de TARNm d’Aurora A
que la lignée HCT116.

L’inhibiteur du cycle cellulaire p21, égalementiaétpar p53 lors de dommages de I'ADN
induits par le sn38 ne semble pas non plus implidaes la diminution d’expression de
'ARNm d’Aurora A. Une étude réalisée au laboratomontre que les dommages de 'ADN
induisent I'expression de p21 (Vigneron, Cherienlet2006). Cette protéine est responsable
de linhibition de plusieurs génes cibles de STAG@mme c-myc ou cdc25A dans les
fibroblastes humains et dans la lignée tumorale HKBT Nous avons donc testé I'expression
de p21 lors d’'un traitement au sn38. En réponsesr&@8, I'expression de 'ARNmM de
I'inhibiteur du cycle cellulaire p21 augmente, pdlament a la diminution d’Aurora A.
Cependant, I'inactivation de cet inhibiteur du eyckllulaire, par recombinaison homologue,
dans la lignée HCT116 p21-/-, ne modifie pas laidition d’expression d’Aurora A en
réponse au sn38.

Malgré leur implication dans la régulation de noeuses protéines impliguées dans la
progression du cycle cellulaire et leur activatiors de dommages de I'ADN, les protéines
p53 et p21 ne semblent pas impliguées dans la attgulde I'expression d’Aurora A.
Parallelement, a coté de son réle classique ditgub du cycle cellulaire, p21 inhibe
l'activité du facteur de transcription STAT3. Enpofise a un stress oxydatif ou aux
dommages de I'ADN, ce facteur de transcriptionpggisphorylé sur la sérine 727 (Thomas,
Finnegan et al. 2004; Barre, Vigneron et al. 2008).plus, des études semblent montrer une
inhibition de sa capacité a se lier a 'ADN qui p@it entrainer une diminution de son
activité transcriptionnelle lors de dommages deDIM\ (Ravi, Jain et al. 2004). Une étude
semble également montrer I'implication de STAT3 glda duplication des centrosomes
(Metge, Ofori-Acquah et al. 2004). Malgré sa phasplation sur la sérine 727, il semblerait
que le facteur de transcription STAT3 ne soit pmsctement impliqué dans la régulation
transcriptionnelle d’Aurora A en réponse aux domesade 'ADN. Cependant, ce facteur de

transcription pourrait participer a la régulatidordautre facteur régulant a son tour les génes
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codant pour les protéines du centrosome, commerAwg ou réguler la demie-vie des
ARNmM. De plus, cette phosphorylation de STAT3 ausdrine 727 pourrait étre indispensable
a l'arrét des cellules en phase G2/M du cycle tztieilors d’'un traitement au sn38.

Le facteur de transcription STAT3 régule I'expressidu facteur de transcription c-myc
(Vigneron, Cherier et al. 2006). Ce facteur dedcaiption est impliqué dans la tumorogenése
et dans la progression du cycle cellulaire en pl@a® en activant notamment la synthése
de la cycline B (Yin, Grove et al. 2001). Nous av@onfirmé la diminution d’expression de
c-myc lors d’un traitement au sn38 des cellules HTEL Puis, nous avons étudié la liaison du
facteur de transcription c-myc au promoteur deinase Aurora A dans les cellules HCT116.
En réponse au métabolite actif de I'irinotecanjdeson de c-myc sur le promoteur d’Aurora
A est inhibée (figure 53). L'utilisation de la li§a colorectale LS174T contenant deux RNAI
différents du facteur de transcription c-myc peroetconfirmer I'implication de c-myc dans
la régulation du promoteur d’Aurora A en absencelé@gons de I'ADN. Nos résultats
suggerent également que la diminution du recrutéeheig-myc sur le promoteur d’Aurora A
lors de linduction du RNAi dans ces mémes cellulest associée a une diminution de
I'acétylation de I'histone H3 ainsi qu’a la dimimut du recrutement de la forme élongatrice

de 'ARN polymérase II.
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Figure 53 : Modéle de régulation du promoteur dd@arA lors de dommages de I’ADN.

Le facteur de transcription c-myc s’hétérodimérseec la protéine max permettant le
recrutement d’HAT, par lintermédiaire de protéinadaptatrices comme TRRAP, sur le
promoteur de ces géenes cibles (McMahon, Van Busiirl. 1998; McMahon, Wood et al.
2000; Frank, Parisi et al. 2003). Le recrutement cés différentes protéines permet
notamment l'acétylation des histones nécessair®wvdrture de la chromatine (Frank,

Schroeder et al. 2001). Ainsi, d’autres expériemesChIP pourraient nous permettre de
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mettre en évidence la présence d’HAT sur le prooradéAurora A en phase G2/M du cycle
cellulaire. D’autres expériences de ChIP permetttade déterminer si la diminution du
recrutement de c-myc lors de Iésions de I'ADN esboaiée a une diminution de
I'accessibilité du promoteur par l'intermédiairesdarotéines de remodelage et de compléter
I'étude de ce promoteur.

Le facteur de transcription c-myc est impliqué denségulation d’environ 10 a 15 % des
genes cellulaires, cependant la carte précise gegeres cibles semble difficile a établir
(Dang, O'Donnell et al. 2006). Néanmoins, en aaotivau réprimant certains genes, la
surexpression de c-myc est impliquée dans I'hypdifgration cellulaire, la tumorogenése
ainsi que dans l'instabilité génétique (Vafa, Wadeal. 2002; Secombe, Pierce et al. 2004).
Nous avons constaté que l'induction des inhibitelirscycle cellulaire comme p21 lors des
dommages de I’ADN, induisait une inhibition de dartscription du gene de c-myc. D’autres
études montrent que les protéines comme p53, pK@/INu pl9/ARF sont également
responsables de l'inhibition des effets de c-myclauprogression du cycle cellulaire (Qi,
Gregory et al. 2004; Ho, Ma et al. 2005; Sarkar &raher 2006; Wu, van Riggelen et al.
2007). Nous avons montré l'implication de l'oncoger-myc, dans la régulation du
promoteur d’Aurora A, qui constituerait ainsi uneumelle cible de ce facteur de
transcription, impliquée dans la progression ddkiles en mitose. Nous avons également
constaté que les protéines p53 et p21 n’étaieninpaliquées dans la régulation de la kinase
Aurora A. Cependant, des études réalisées sur daekeles murins semblent impliquer
pl9/ARF dans l'inhibition de l'activité transcriptinelle de c-myc (Datta, Nag et al. 2004;
Qi, Gregory et al. 2004; Amente, Gargano et al.620Ce gene suppresseur de tumeur se lie
au domaine d'activation de c-myc et bloque I'atévitranscriptionnelle des dimeres
myc/max, en empéchant notamment la fixation defacteurs comme TRRAP ou encore
TIP60. Cette inhibition semble spécifique des gemgdiqués dans la prolifération cellulaire,
comme la télomérase, cdk4 ou encore elF4E, etuhépait pas les genes impliqués dans
I'induction de I'apoptose et régulés par c-myc (@regory et al. 2004). Ainsi, on peut donc
penser que la protéine équivalente chez 'Hommd/ARF pourrait inhiber les complexes
myc/max directement sur le promoteur d’Aurora Aj(ffie 54).

L’étude de I'expression de la protéine Aurora A slda lignée cellulaire LS174T nous a
également permis de montrer la liaison du factemrtrdnscription c-myc en condition
normale de prolifération et en absence de synckation. Ces cellules présentent peut-étre
une population cellulaire en phase G2/M plus impae que les autres lignées cellulaires

utilisées ici, ou un niveau d’expression de la &mAurora A plus élevé.
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Conditions physiologiques
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Figure 54 : Modele d'inhibition des diméres c-myadrsur le promoteur d’Aurora A lors de dommages de
I’ADN par pl14/ARF.

L’analyse de la fixation du facteur de transcriptiomyc dans d’autres phases du cycle
cellulaire n’a pas été réalisée. Cette étude neusgttrait de déterminer I'existence d’'une

oscillation de liaison de c-myc sur le promoteukutora A, ou au contraire une oscillation de

son activité transcriptionnelle. En effet, I'étudéalisée par Tanaka et ses collaborateurs
montrent qu’un autre facteur de transcription E4TES$t lié de facon permanente au

promoteur d’Aurora A (Tanaka, Ueda et al. 2002).

Autres phases du cycle cellulaire

A +1 -
CDE/CHR ——

Aurora A

G2/M

Aurora A

Figure 55 : Modéle de I'arrét de I'inhibition degsr@res c-myc/max sur le promoteur d’Aurora A loes ld

transition G2/M du cycle cellulaire.
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Les auteurs soupconnent alors l'inhibition de azefar par d’autres protéines, répondant aux
éléments de réponse CDE/CHR, qui permettrait llladimin de la synthése de 'ARNmM
d’Aurora A. Ainsi, le facteur de transcription c-mypourrait se lier de fagon ubiquitaire au
promoteur d’Aurora A et serait inhibé par les piméd répondant aux éléments CDE/CHR.
L’activation de la transcription de ce gene lorslaléransition G2/M serait due a l'arrét de

cette inhibition (figure 55).

Les dimeres myc/max constituent des complexesaetivs, tandis que les dimeres max/mad
répriment les génes précédemment activés par masrés myc/max (Ayer and Eisenman
1993). L'existence de ces deux complexes permet tlogcillation des génes entre un état
actif régulé par le dimére myc/max, et un état tifaégulé par le complexe mad/max. Ce
dernier se lie aux mémes sites de fixation précéuamh occupés par les complexes myc/max
et recrute des HDAC via un co-répresseur Sin3aawmant alors la désacétylation des
histones, ainsi que la fermeture de la chromatiger, Lawrence et al. 1995). Des
expériences de ChIP pourraient nous permettre deens évidence la présence des diméres

max/mad sur le promoteur d’Aurora A, lors de saactivation par traitement au sn38 (figure

56).
eem @ - *
—
c-mye

Aurora A

Autres phases du cycle cellulaire

mad

max

Figure 56 : Modéle d’oscillation du recrutement daséres c-myc/max et mad/max sur le promoteur théau

A au cours du cycle cellulaire.

Une autre étude montre également que la kinaser&ukoaugmente l'expression de la
télomérase (Yang, Ou et al. 2004). Le facteur destrription c-myc est un activateur clé du
géene de la télomérase (Takakura, Kyo et al. 1999kinase Aurora A régule I'expression de

la télomérase de facon indirecte, par lintermédiale I'augmentation d’expression du
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facteur de transcription c-myc. Il pourrait existere boucle d’amplification du signal, dans
laguelle 'augmentation d’expression d’Aurora A éagerait 'augmentation d’expression de

c-myc, ainsi que son activité transcriptionnelléaigmentation d’expression de la kinase.

Afin d’'assurer le transfert des résultats de laheeche fondamentale vers la recherche
clinique, I'étude de I'expression d’Aurora A dares ltumeurs de patients atteints de cancer
colorectal est analysée par RT-PCR. L'étude panitiaiement sur une population de onze
patients dont les tissus sains et tumoraux sorgetwés au sein de la tumorothéque du Centre
Régional de Lutte Contre le Cancer, Paul Papintudé par RT-PCR nous a permis de mettre
en évidence que I'expression du facteur de trapisoni c-myc est corrélée a I'expression de
la kinase Aurora A dans sept cas sur onze. Cepgndams avons également constaté que
pour quatre patients, I'expression de c-myc neasupas I'expression de la kinase Aurora A.
Pour ces derniers, on peut imaginer qu'’il existesain des tumeurs colorectales d’autres
facteurs de transcription également dérégulés, x@liggant I'absence de corrélation
d’expression de ces deux protéines. Une altératiexpression des facteurs E4TF1 ou des
facteurs de transcription répondant aux éléments&/CHR déja décrits comme des protéines
régulant I'activation de ce géne (Tanaka, Uedal.e2@D2), pourrait expliquer I'absence de
corrélation d’expression entre ’TARNm d’Aurora Aaglui de c-myc.

D’autre part, le choix et le nombre de patientacure dans une telle étude sont également
importants. Ainsi, le stade histologique des tursepmurrait étre évalué. Plusieurs études
montrent que la surexpression d’Aurora A est agsoavec les tumeurs de haut grade, ainsi
qu’a un faible pronostic pour les cancers du selestumeurs hépatiques (Miyoshi, Iwao et
al. 2001; Jeng, Peng et al. 2004). D’autres aui@sssrent que la surexpression et I'activation
de la protéine sont au contraire plus frequemmeéteatiées lors des stades précoces des
cancers ovariens (Gritsko, Coppola et al. 2003).

Parallelement, nous avons voulu déterminer si l@xguession d’Aurora A au sein des
lignées colorectales pouvait étre a l'origine derdaistance au traitement. En effet, une
précédente étude montre que la surexpression d'Aukoest associée a une résistance des
cellules Hela au taxol (Anand, Penrhyn-Lowe et24l03). D’autre part, la surexpression
d’Aurora A est observée dans 60 % des tumeurs edtlmles et une résistance au traitement
est observée pour de nombreux patients traitésripatecan. Deux approches ont donc été
mises en ceuvre.

Dans un premier temps, nous avons analysé l'effst dbmmages de I'ADN sur la mort

cellulaire. Pour cela, I'incorporation d’iodure deopidium, dans la lignée cellulaire HCT116
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surexprimant Aurora A et traitée au sn38, est adayau cytomeétre de flux. Il semblerait que
la surexpression de la kinase Aurora A dans la&&kgdCT116 soit associée a une diminution
de l'effet du sn38 a induire la mort cellulaire. sCesultats, méritant d'étre approfondis,
semblent montrer que la surexpression d’Aurora Bseovée dans 60 % des cancers
colorectaux, pourrait contribuer a la résistancetraitement des patients atteints de cette
affection et traités par irinotecan. L’utilisatiatiune lignée colorectale stable exprimant
Aurora A de facon inductible, nous permettrait digser plus aisément l'effet de la
surexpression de cette kinase sur la survie celuén réponse aux dommages de 'ADN a
court et long terme.

Dans un second temps, lI'équipe du Dr Valo a mis gmint le marquage par
immunohistochimie de la protéine Aurora A sur legpes de tumeurs colorectales humaines.
L’étude de I'expression d’Aurora A sur ces coupes/ie de l'analyse rétrospective de
I'efficacité du traitement pour chaque patient, :¥i@urait permis d’incriminer ou non la
surexpression d’Aurora A dans la résistance atetrant par irinotecan. Malgré la mise au
point du marquage d’Aurora A dans les tissus sags®phagiens et mammaires, le marquage
d’Aurora A dans les tissus sains colorectaux semlbige complexe. En effet, dans la majorité
des tissus sains observés, la totalité des celdldsscryptes saines exprimaient Aurora A de
facon diffuse dans le cytoplasme et le mucus digles Le tissu colorectal se renouvelle
continuellement du fond des cryptes vers la surfatde modéle d’'un « tapis roulant » grace
a l'existence de cellules souches localisées atl d@s cryptes. Seules ces cellules proliferent
et forment les cellules de I'épithélium colique. iarquage a 'aide de I'antigene Ki-67 nous
permet de visualiser ces cellules souches. Comme anons pu le constater, seules quelques
cellules localisées au fond des cryptes exprimantifjene Ki-67. Dans les tissus sains, la
kinase Aurora A étant exprimée uniqguement lorsadphase G2 du cycle cellulaire et de la
mitose, le marquage d’Aurora A et du Ki-67 devrditnc se superposer. Cependant, le
marquage d’Aurora A couvre la totalité des cellulles cryptes saines, et pas seulement la
partie profonde. La kinase Aurora A pourrait papéc a la différenciation des cellules
coliques, le marquage d’Aurora A dans la partietdales cryptes pourrait alors se justifier
(figure 57). Des études réalisées sur Aurora B,autre membre de la famille Aurora,
montrent gu’elle serait capable de phosphoryletages des histones de la chromatine
permettant alors l'inactivation de certains genesaa contraire leur activation nécessaire a
I'acquisition de la différenciation (Goto, Yasuiat 2002). L’'expression de kinase Aurora A
pourrait ne pas étre restreinte aux seules phagest ® et participer a la différenciation

cellulaire.
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Figure 57 : Schéma d’'une crypte normale montraxplession de la kinase Aurora A et de I'antigeiR6 K

Le marquage d’Aurora A et du Ki-67 se trouvrantslenpartie profonde des cryptes, est plus
complexe a analyser, mais pourrait laisser pengemarquage physiologique des cellules
proliférantes. Cependant, comment expliquer gquelesircellules proliférantes du fond des
cryptes, marquées au Ki-67, la totalité se trouvamtphase G2 et en mitose (Aurora A
positives) sachant que sur une population celkilamrmale, le pourcentage de cellules se
trouvant dans une des ces phases est tres fdiglemblerait possible que le mucus sécréte
par les cellules I'épithélium colorectal interagisavec les anticorps ou la technique de
marquage utilisés et ne permette pas I'obtentian diarquage spécifique dans ce tissu.

Dans ces conditions, I'analyse rétrospective difidacité du traitement n'a pas été réalisée.
L’étude de l'implication de la surexpression d’AtacA dans la résistance au traitement
mérite d’étre approfondie.

Plusieurs études génétiques ont mis en évidengestbmce de deux polymorphismes au
niveau du gene d’Aurora A, notamment au niveauadehénylalanine 31, Phe31llle (91T>A)
et de la valine 57, Val57lle (169G>A) (Honda, Miaagt al. 2000; Pfleger and Kirschner
2000). Les deux acides aminés sont alors rempfaaekisoleucine. Une étude portant sur la
mutation Phe31lle montre que la forme mutée derade, lle31, présente une capacité de
transformation des cellules Ratl et U20S plus itgmde que la kinase Aurora A sauvage et
empéche la fixation de l'ubiquitine UBE2N sur lan&se au niveau des centrosomes (Ewart-
Toland, Briassouli et al. 2003). Une autre étudentn® également que la forme mutée
d’Aurora A lle 31 potentialise la transformationsdeellules induite par Ras (Tatsuka, Sato et

al. 2005). La mutation lle31 pourrait donc empécledégradation de la protéine kinase
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Aurora A et permettre sa persistance au niveau asdrosomes facilitant alors la
transformation cellulaire. La mutation Phe3llle estrouvée préférentiellement dans les
tumeurs du colon et des ovaires, et la présenceddas polymorphismes de maniére
constitutionnelle se traduit par une augmentatiomisque de cancer du sein (Ewart-Toland,
Briassouli et al. 2003; Dicioccio, Song et al. 20@gan, Newcomb et al. 2004) mais
également du cancer de I'eesophage et du canceiggasfMiao, Sun et al. 2004; Kimura,
Mori et al. 2005; Ju, Cho et al. 2006). Ainsi, f&tfde ces deux polymorphismes sur la kinase
Aurora A reste encore a approfondir.

La surexpression de la kinase ainsi que l'existetheeces mutations pourraient entrainer
I'inefficacité du traitement par irinotecan des gurs colorectales. Ainsi, le statut génétique
d’un groupe de patients pourrait étre évalué paisaguencage luminumétrique. Une analyse
rétrospective de l'efficacité du traitement pourétre réalisée ou nous permettrait de statuer

sur I'implication des polymorphismes d’Aurora A dda résistance au traitement.

Il Effet de la surexpression de Ras sur Aurora A das les cellules tumorales colorectales

La protéine Ras fait partie de la superfamille desites protéines G liant et hydrolysant le
GTP. Sous sa forme non mutée, ce proto-oncogengoest activé par divers mitogenes et
facteurs de croissance comme 'EGF. La fixatiorcelte protéine sur son récepteur entraine
son autodimeérisation, ainsi que son autophosphglaur les résidus tyrosines, permettant
I'échange du GDP en GTP sur la protéine Ras, dqualess active. Ras participe alors a la
régulation de plusieurs voies de signalisationammhent la voie des MAPK, PI3kinase/Akt,
assurant a la fois : la progression du cycle cale] la survie cellulaire et la différenciation.
Les trois isoformes de la famille de Ras, (H, NKeRas) sont mutées et suractivées dans
environ 20 a 30 % des tumeurs humaines. Dans leecalu colon, 50 % des tumeurs sont
porteuses d’'une mutation suractivant Ras (Bos 198Rjsieurs études semblent montrer
I'existence d’'une nouvelle voie de régulation depttatéine kinase Aurora A, notamment la
voie Ras/MAPK (Tatsuka, Sato et al. 2005; Furukakamai et al. 2006; Tseng, Tzeng et al.
2006). D’autre part, la plupart des tumeurs col@aes présente une mutation inactivante de
p53. Nous nous sommes donc intéressés a la réguldtAurora A dans des cellules
tumorales colorectales présentant la forme oncqgénie Ras et une inactivation de p53.
Nous avons analysé dans un premier temps I'exppresigs protéines et des ARNm d’Aurora

A et c-myc en présence de la forme oncogéniqueasealRec ou sans induction de Iésions de
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I’ADN. Nous avons ainsi constaté I'inhibition defines Aurora A et c-myc en présence de
'oncogéne Ras. L'induction de dommages de 'ADMNy @mjout de sn38 sur les cellules
exprimant déja 'oncogene Ras, semble potentiatistie inhibition. Plusieurs études sur des
modeles murins montrent que 'oncogene Ras estbtaptinduire le géne suppresseur de
tumeur p1l9/ARF, notamment par I'intermédiaire dectivation du facteur de transcription
DMP1 (Inoue, Roussel et al. 1999; Sreeramaneniudiiry et al. 2005). Ce dernier se fixe
alors au promoteur de pl9/ARF et induit sa traption. Dans des modéles cellulaires
humains, lors d’'une stimulation oncogénique, lédac E2F1 est responsable de I'activation
du promoteur de pl14/ARF (Aslanian, laquinta eR@D4). L'activation de p14/ARF pourrait
également reposer sur I'activation de facteur desription comme DMP1. D’autres études
montrent également que pl4/ARF est capable d'imHibffet de c-myc sur la prolifération
cellulaire en bloquant notamment le recrutementphisieurs de ces co-facteurs, comme
TRRAP ou TIP60 (Qi, Gregory et al. 2004). Ainsirtpgéne Ras pourrait induire la
transcription du géne suppresseur de tumeur pl4/ARFinhiberait I'effet du facteur de
transcription c-myc sur la prolifération, s’accorgpant alors de la diminution d’expression
d’Aurora A (figure 58).

Ras
Raf ) Dmpt
l €-jun
MAPK < ARF —| Myc — Aurora A
p38
cycline D
N E2F1

Figure 58 : Modéle d’inhibition de la kinase Aurdkdors de la surexpression de Ras.

Cependant, I'étude du recrutement du facteur desdtrgption c-myc ne montre pas de
modification de la fixation de c-myc sur le promatad’Aurora A lors de l'induction de

'oncogene Ras, laissant alors sousentendre uneessipn transcriptionnelle. Seul le
traitement des cellules au sn38 est associé a immution du recrutement de c-myc,
appuyant l'implication de ce facteur dans la rétjoie du géne d’Aurora A, lors des
dommages de I'ADN et confirmant les résultats obsersur 'HCT116. Pourtant, une
diminution de I'expression de 'ARNm d’Aurora A &% induction de l'oncogéne est
observable. La modification de la stabilité desRMmM pourrait participer a la diminution de
'’ARNmM d’Aurora A. Les ARNm sont des molécules ddatdemie-vie est contrblée par le
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complexe RISC (RNAI Induced Silencing Complex). l&E8Nm peuvent étre pris en charge
apres maturation par des miARNs (micro ARNs). Lé&RINS sont eux-mémes associés au
complexe RISC, permettant ainsi I'adressage des rARNce dernier. La traduction des
ARNmM est alors inhibée et s’accompagne de leurkage ou de leur dégradation (Rana
2007). D’autre part, plusieurs études impliquenhtogene Ras dans la diminution de la
stabilité de certains ARNm, notamment GAAD153 ou meepteur de la vitamine D
(Rozenchan, Folgueira et al. 2004; Rong, Montalbenal. 2005). D’autre études montre
'importance de la déstabilisation des ARNm lorsldesénescence réplicative (Cristofalo,
Pignolo et al. 1992; Wang, Yang et al. 2001). Airteins les conditions physiologiques, il
existerait un équilibre entre les protéines impdigsl dans la stabilisation et la déstabilisation
des ARNm. Lors de la sénescence, I'équilibre sewmitpu et I'expression des protéines
impliquées dans la stabilisation des ARNm diminiiggemtrainant alors une destruction des
ARNmM (Brewer 2002). Ainsi, la diminution d’expresside I'ARNm d’Aurora A lors de
I'induction de I'oncogene Ras pourrait passer peg ebies similaires.

Nous avons également observé l'induction de lagmetet de TARNm de I'inhibiteur du
cycle cellulaire p21, en présence de I'oncogene B2k inhibe la prolifération cellulaire en
inhibant notamment les complexes cyclines/cdksagmant I'arrét du cycle cellulaire. Le
facteur de transcription p53 est responsable d#ivation du promoteur de p21. Dans les
cellules HT29 utilisées pour I'étude, le gene d& pSt muté, entrainant la synthese d’'une
protéine inactive. Ainsi, I'activation de la synfleede p21 en présence de I'oncogene Ras
laisse supposer une régulation transcriptionnallegéhe indépendamment du statut de p53.
Plusieurs études montrent que p21 pourrait étreitimidépendamment de p53, par plusieurs
facteurs comme E2F ou encore les STAT (Gartel aywkeim 1999). Des travaux récents
montrent également que p21 peut étre induit paoia des MAPK entrainant alors un arrét
du cycle cellulaire (Ciccarelli, Marampon et al080 Lee and Moon 2005; Zupanska, Adach
et al. 2007). On peut donc supposer que I'oncodaee entraine I'activation des MAPK et
I'induction de p21 aboutissant a I'arrét du cyaddudaire. De plus, les cytogrammes montrent
une accumulation des cellules en phase G2 du ogilelaire pouvant étre expliquée par
I'activation de p21 et I'inhibition d’Aurora A.

L’étude de I'effet cytotoxique du sn38 sur les glels HT29 surexprimant Ras montre une
persistance de [lactivité mitochondriale. Les deBu HT29, ne surexprimant pas cet
oncogéne, montrent une diminution de leur actimiiéchondriale. On peut donc supposer

que les cellules surexprimant Ras entrent en sénesc En effet, a la difféerence de
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I'apoptose qui induit une destruction cellulaire,sEnescence correspond plutét a un arrét du
cycle cellulaire, sans pour autant stopper I'atdivhétabolique de la cellule (Di Leonardo,
Linke et al. 1994). Les cellules restent viablesmeéaprés une longue période de culture,
mais aucune division cellulaire n’est observée u@part, elles sont résistantes a I'induction
de la mort cellulaire. Les cellules sénescentesimegnt les deux inhibiteurs clés du cycle
cellulaire : p21 et p16 (Mason, Jackson et al. 2084kson and Pereira-Smith 2006). On peut
donc supposer que I'oncogene Ras induit 'expresdm p21, par une voie indépendante de
p53, aboutissant a I'arrét du cycle cellulairepdut également induire p16 dans ces cellules
par des voies déja décrites, notamment I'inducatierETS2 par les MAPK ou I'activation des
kinases de stress p38 (Wang, Chen et al. 2002 Jwizsaet al. 2003).
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Conclusion

Les travaux présentés dans ce manuscrit ont pelenisiractériser I'effet du sn38, métabolite
actif de I'irinotecan utilisé dans le traitement cancer colorectal sur la kinase Aurora A et
sur sa régulation transcriptionnelle. Le facteurtdascription c-myc se lie au promoteur
d’Aurora A et l'active en absence de dommages A®N. Cependant, le traitement des
cellules avec du sn38 induit I'inhibition de c-mgtson absence du promoteur d’Aurora A.
Cet effet s’accompagne d'une inhibition des évémametranscriptionnels régulant
normalement I'expression de ce gene. Ce traitersaitaine également une absence de
séparation des centrosomes, un blocage des cebunleshase G2 du cycle cellulaire et
I'induction du processus de sénescence.

Nous avons également étudié I'effet de I'oncogéase 8ur la kinase Aurora A. Cet oncogene
induit également une accumulation des cellules bas@ G2 du cycle cellulaire et le
déclenchement du processus de sénescence, I'emsétabt di a I'activation de l'inhibiteur
du cycle cellulaire p2lwafl. En effet, 'activatiade p21 par les kinases p38, permet
certainement l'activation de la protéine pRb. Ralament, les cellules pourraient activer la
protéine p16 par l'intermédiaire de l'activation petéines comme ETS2 ou l'inhibition de

Id-1 ou Bmi par les kinases p38. L’activation debppermettrait alors I'activation de la

sénescence.
Ras DMP1 — ARF —] Myc — Aurora A
Rle c-Jun /,v E2F1
l cycline D
Arrét du cycle cellulaire

e » p21 —| Cyclines/cdks en G2/M

p38

ETS2/1d1/Bmi \

\ N Sénescence
pl6 > pRb

Figure 59 : Induction de la sénescence par I'onted®as faisant intervenir I'activation de I'inhiaitr du cycle

cellulaire p21 et I'inhibition de la protéine kirmfurora A.

Comme pour le sn38, I'expression de cet oncogedeitiine diminution d’expression de
TARNmM et de la protéine Aurora A. Cet effet ne géque pas par une diminution du

recrutement de c-myc mais plutét par une modulatien I'activité de ses cofacteurs
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transcriptionnels. Les facteurs comme DMP1 ou E2Fés tous deux par la voie les MAPK,
pourraient activer ARF. Cette derniére participermisuite a la modulation de l'activité

transcriptionnelle des cofacteurs de c-myc.

En résumé, nos résultats indiquent que la kinaserAuA est une cible a la fois des
traitements de chimiothérapie et des mécanismedigbdles oncogéniques. Le blocage de

son expression constitue certainement une protectiaotre le développement tumoral.
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Résumé :

La progression des cellules a travers le cyclailze et la mitose est assurée par I'apparitiajusatielle

de différentes protéines comme les cyclines maddeément les kinases mitotiques. L'entrée en mitese
caractérise par 'augmentation d’expression derlade Aurora A. Cette kinase participe a la régutade la
transition G2/M ainsi gqu’'au cycle des centrosonted k mise en place du fuseau mitotique, permektan
séparation des chromosomes. Sa dérégulation sé&tmblampliquée dans la tumorogenése. Sa surexpressi
est en effet trés fréquemment retrouvée dans diffés tumeurs humaines et semble diminuer la mort
cellulaire induite normalement par les traitemeatgicancéreux. Cette surexpression s'accompagne
également d’une amplification du nombre des ceotrmes associée a une instabilité chromosomique.

Nous avons caractérisé I'effet du sn38, métabelitE de l'irinotecan utilisé dans le traitement cincer
colorectal sur la kinase Aurora A et sur sa régatatranscriptionnelle. En absence de traitementadteur

de transcription c-myc se lie au promoteur d’AurArat I'active. Cependant, le traitement des ceBuhvec

du sn38 induit I'inhibition de c-myc et son absedcepromoteur d’Aurora A. Cet effet s’accompagnend’
inhibition des événements transcriptionnels régutfmrmalement I'expression de ce géne. Ce traitemen
entraine finalement une absence de séparatioredé®somes, un blocage des cellules en phase Gyt
cellulaire et I'induction du processus de séneseeNous avons également étudié I'effet de I'oncegeas

sur la kinase Aurora A. Cet oncogene induit égafernee accumulation des cellules en phase G2 de cyc
cellulaire et le déclenchement du processus dessénee, I'ensemble étant du a I'activation de Ibiteur

du cycle cellulaire p21lwafl. Comme pour le sn38xgression de cet oncogéne induit une diminution
d’expression de 'ARNm et de la protéine Aurora @et effet ne s’explique pas par une diminution du
recrutement de c-myc mais plutét par une modulatimihactivité de ses cofacteurs transcriptionnels.

En résumé, nos résultats indiquent que la kinaserAuA est une cible a la fois des traitements de
chimiothérapie et des mécanismes de contrbles énaqges. Le blocage de son expression constitue

certainement une protection contre le développetuembral.
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