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RESUME

Laltération génétique et/ou fonctionnelle de p53 est trés répondue dans les cancers
humains et est répertoriée dans plus d’un cas sur deux. Les traitements et molécules utilisés en
chimiothérapie anticancéreuse induisent pour la plupart 'apoptose dépendante de p53 ce qui
confere une résistance particuliere aux tumeurs p53 déficientes. Nous avons développé des
techniques se basant sur la vidéomicroscopie a haut débit et T'utilisation de cellules fluorescentes
TP53"* et TP53” pour mettre en évidence des agents chimiques qui ciblent les cellules p53
déficientes. Nous avons identifié SP600125, un inhibiteur de kinases dont MPS1, Aurora A et
Aurora B, et qui tue préférentiellement les cellules tumorales TP53” . Cette cytotoxicité sélective
a été confirmée sur de nombreux modeles de cellules déficientes en p53 2 vitro et in vivo sur des
xénogreffes TP53"" et TP53" injectés a des souris nudes. Nous avons utilisé une autre molécule
qui a un spectre d’inhibition semblable a SP600125, la reversine, et nous avons aussi trouvé

qu’elle a une cytotoxicité sélective envers les cellules p53 déficientes.

L’analyse vidéomicroscopique des cellules traitées nous révele que la mort préférentielle
des cellules P53 déficientes est intimement liée a2 un mécanisme de polyploidisation. En effet, les
cellules TP53" (contrairement a celles TP53"'") traitées effectuent des mitoses aberrantes sans
karyokinése ni cytokineése qui ne sont pas controlées par un arrét du cycle cellulaire. Ces cellules
succombent par catastrophe mitotique apres activation de la voie mitochondriale de 'apoptose.
Cette observation concorde avec le fait que Iinhibition des protéines anti-apoptotiques de la
famille Bcl-2 sensibilise les cellules traitées alors que I'inhibition des protéines BAX, APAF-1 et

les caspases protége les cellules TP537 de Ieffet cytotoxique de SP600125 et la reversine.

Ces résultats nous permettent d’envisager ces drogues (ou dérivées) dans la prévention

des cas de tumeurs pré malignes et/ou dans le traitement des cas de cancers p53 déficients.



ABSTRACT

The genetic and/or functional alterations of p53 are highly prevalent in cancer and are
reported for more than a half of all human cancers. Classic chemotherapy leads p53 mediated
apoptosis conferring a drug resistance for p53 deficient cells. We developed in the laboratory a
technique based on high-content videomicroscopy and fluorescent TP53"" and TP53”" cells for
the screening of molecules that targets p53 deficient cells. We discovered that SP600125, a kinase
inhibitor, including MPS1, Aurora A and Aurora B, kills p53-deficient cells more efficiently than
their p53-proficient counterparts. This selective cytotoxicity was confirmed in vivo in mice
carrying p53-deficient and -proficient human xenografts. Than after we used an another inhibitor
with a similar broad-spectrum kinase, reversine, and we found that this molecule have a selective

toxicity for TP53" cells and this result was confirmed i vitro for both molecule.

Videomicroscopy-based cell fate profiling revealed that the p53-deficient cell death is
coupled to hyperploidy mechanism. Indeed, TP53"" (but not TP53"") undergo successive round
of abortive mitosis and failed to arrest the cell cycle in response to treatment and cells became
polyploidy and progressively succumbed to mitochondrial apoptosis. In line with this notion, the
depletion of anti-apoptotic proteins of the BCL-2 family sensitized TP53” cells to the toxic
effects of SP600125 and reversine. Moreover, the knockdown of BAX or APAF-1, as well as the

chemical inhibition of caspases, limited the death of TP53" cells.

Hence, SP600125 or reversine (and its analogues/detivatives) might be used for cancer
chemoprevention (for eliminating pre-malignant cells that have inactivated p53) or chemotherapy

of p53-deficient cancers.



ABREVIATIONS

53BP 1 et 2: p53-binding proteins

A549: lung carcinoma

AIF: Apoptosis-Inducting Factor

Akt: sérine/ thréonine protéine kinase B

Apaf-1: apoptotic peptidase activating factor 1
APC/C: anaphase promoting complexe cyclosome
ARF: alternative reading frame

ASPP1/2: apoptosis-stimulating proteins of p53
ATM: Ataxia Telangiectasia mutated gene

ATR: Ataxia Telangiectasia and Rad3 related gene
AURKA: aurora A

AURKB: aurora B

BAG-1: Bcl-2 associating athanogene-1

Bak: Bcl-2 homologous antagonist/killer

Bax: Bcl2-associated X protein

Bcl-2: B-cell leukemia gene 2

Bcl-xI: Bcl-2 family member

BFGF: Basic Fibroblast Growth Factor

Bid: A BH3 domain-only death agonist protein

BLM: Bloom syndrome

BRCA1/2: Breast cancer early onset gene

BUB 1/ 2: Budding ininhibited by benzimidazole
Calu-1: human nonendocrine lung carcinoma

CDK: Cyclin Dependent Kinase

cDNA: complementary DNA

CENP-E et CENP-F: centromere associated protein
Chk 1/2: Checkpoint kinase 1/2

CHO: Chinese Hamster Ovary

CKII: casein kinase Il

c-myc: Avian myelocytomatosis virus oncogene cellular homolog
COP1: Constitutively photomorphogenetic protein 1.
DBD: DNA bounding domain

DEC1: Differentiated embryo chondrocyte 1
DIABLO: Direct IAP binding protein with low pl
DISC: Death-inducing signalling complex

DNA: Desoxyribonucleic acid

DRAM: Damage-regulated Autophagy modulator
E: Early

E2F: Transcription factor family including E2F- and DP-like subunits
EdU: 5-ethynyl-20-deoxyuridine, a thymidine analog
EGFR: Epidermal growth factor receptor

ER: Reticulum Endoplasmic

FADD: Fas-associated death domain

FAS: TNF superfamily receptor 6

FISH: fluorescent in situ hybridization

Gadd4sa: growth arrest and DNA damage gene 45a
GFP: Green fluorescent protein

GR: Glucocorticoid receptor

H1299: lung carcinoma

HCT 116: human colon carcinoma 116

Hela: cervical carcinoma

HIPK2: Homeodomain-interacting protein kinase 2
HPV: Human Papillomavirus

HSP7o0: Heat shock protein70

IGF -BP3: insulin-like growth factor Binding Protein 3



JNK: Jun N-terminal kinase

kDa: Kilo Dalton

KO: knock out

MAD1/2 : mitotic arrest deficient 1 et 2

MCC: mitotic checkpoint complex

MCF-7: Breast Cancer Cell Line

McL1: Myeloid cell leukaemia-1

MDA MB-231: Breast Cancer Cell Line

MDM2: Murine double minute 2, a p53-associated oncogene
MDR1: human multidrug resistance

MIP1: Mps1 interacting protein 1

MPF: maturation promoting factor

MPM2: Mitotic Protein Monoclonal 2

MPS1: Monopolar spindle 1

mRNA: Messenger RNA

MST-1: mammalian sterile 20-like kinase 1

NCI: National Cancer Institute

NES: nuclear export signal

NFKB2: Nuclear factor k B 2

NLS: nuclear localization sites

Noxa: Damage protein, a pro-apoptotic BH3-containing protein
OD: Oligomerisation domain

P300: A histone acetyltransferase

WT-1: géne suppresseur de la tumeur de Wilms

P53: protein 53

PAI-1: Plasminogen Activator Inhibitor-1

PI3K: Phosphatidylinositol-3-Kinase

PKC: protein kinase C

PLK1: Polo-like kinase1

PML: promyelocytic leukemia

Ptprv: protein tyrosine phosphatase receptor type 5
PUMA: p53 upregulated modulator of apoptosis

RB: rétinoblastome

RD: regulation domain

RFP: red fluorescent protein

RIP1: receptor interacting protein kinase 1

RKO: human colon carcinoma

SAC: Spindle Assembly Checkpoint

Saos-2: osteosarcoma

SDS-PAGE: Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis
SKOV: ovarian cancer

Smac: Second mitochondria-derived activator of caspase
SPB: spindle pole body

SV4o0: Simien Virus 40

TAD: Transactivation domain

TNF-R: tumor necrosis factor receptors

TTK: tyrosine and serine/threonine kinase

U20S: human osteosarcoma cell line

UV: Ultra violet

WT: Wild type

YY1: Yin Yang 1

Z-VAD:-fmk Benzyloxycarbonyl-VAD-fluoromethylketone
A¥m: Mitochondrial transmembrane potential
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INTRODUCTION



LE CANCER

Le cancer est une maladie aussi vieille que '’humanité et des traces de sa description ont
étés reportées dans des manuscrits de Pantiquité, le plus vieux reste une description d’un cancer
du sein dans un document égyptien qui date d’environs 1500 ans av J.-C., le Papyrus Ebers, et
beaucoup plus récemment, 'équipe de Michael Zimmerman a identifié un cancer du rectum dans

une momie égyptienne (David & Zimmerman).

De nos jours le cancer au sens large est un terme commun pour un ensemble de maladies
qui sont caractérisées par une croissance anormale des cellules. Il existe en effet au moins 200
types différents de cancer, autant que de types différents de cellules dans le corps humain. Le
cancer tue quand il diffuse dans 'organisme et empéche le fonctionnement normal des organes
vitaux. Il représente un vrai probleme de santé publique a I’échelle mondiale, 'organisation
mondiale de la santé OMS estime a 13% la mortalité due au cancer de part le monde.

www.who.int/mediacentre/index.html. T.e traitement contre cette maladie est en constante

progression et il est le sujet de recherches intenses ces dernieres décades permettant une meilleure
compréhension des mécanismes responsables de la progression tumorale et en conséquent un

meilleur développement des moyens de lutte contre la maladie et de prise en charge des patients.
LA TUMORIGENESE

La progression tumorale est un processus complexe gouverné par une série d’altérations
arbitraires du DNA, génétiques et épigénétiques. Les altérations génétiques incluent les mutations
ponctuelles, les délétions, et les translocations et amplifications chromosomiques alors que les
altérations épigénétiques comportent des méthylations du DNA ou encore un changement de
Iempreinte génomique (Feinberg & Tycko, 2004). La majorité des cancers partagent six
propriétés communes et qui sont essentielles pour la transformation des cellules normales en
cellules malignes, a savoir I'autosuffisance des signaux de croissance, I'insensibilité aux signaux
d’anti-croissance, I’évasion du programme de mort programmée, un potentiel de réplication non
limité, une angiogenése soutenue et une invasion tissulaire apres rupture des mécanismes de
défenses anticancéreuses de l'organisme (Hanahan & Weinberg, 2000). Ces changements
impliquent I'activation d’oncogenes, I'inactivation de genes suppresseurs de tumeurs et des genes
de réparation du DNA. Un géne clef dans ce processus est le géne suppresseur de tumeur p53.
En effet, dans les conditions de stress, la protéine p53 suppresseur de tumeur joue un role central
dans la défense de lintégrité cellulaire. Elle peut agir en tant que facteur de transcription en

stimulant Pexpression d’un grand nombre de genes impliqués, entre autres, dans 'apoptose,



larrét du cycle cellulaire ou la réparation de TADN et protéger ainsi I'organisme contre la
propagation de cellules potentiellement précurseurs de tumeurs (Gatz & Wiesmuller, 2006). Ceci
explique la corrélation qui existe entre cancer et inactivation de p53. En effet, le géne p53 est
muté dans pres de la moitié des cas de cancers humains. Or la plupart des traitements anti-
tumoraux agissent »z une voie p53 dépendante par arrét de croissance et/ou induction
d’apoptose.  Par conséquent, I'absence de p53 confére une grande résistance aux cellules

cancéreuses TP537 et peut conduire 2 un échec thérapeutique (Vousden & Lane, 2007).

Cette these s'inscrit dans optique de Iidentification d’agents pharmacologiques capables
de tuer spécifiquement les cellules cancéreuses p53 déficientes ainsi que dans la caractérisation

des mécanismes d’action antiprolifératifs ou pro-apoptotique de ces agents.



P53

1/ Historique

Durant les années 1960 et 1970 quand les études sur les tumeurs viro-induites et les
oncogenes représentaient la voie a suivre dans la recherche sur le cancer, plusieurs groupes ont
reporté Iexistence d’une protéine qui était surexprimée dans plusieurs tumeurs. Cette protéine,
avec un poids moléculaire approximatif de 53 kDa fut baptisée p53 (protein 53) (Levine & Oren,

2009). Cette nomenclature désigne aussi le gene.

Initialement, p53 a été identifiée en
Le poids moléculaire de p53 a été largement

surestimé due a la présence d’une région riche en
transfectées par le virus simian 40 (SV40) | proline qui retarde la migration de la protéine
(Lane & Crawford, 1979). Cette fixation a dans les gels de SDS-polyacrylamide. La masse
réelle de p53 est de 43,7 kDa. Mais, “Who would
dare change a winning name 2 ”

complexe avec l'antigéne T des cellules

conduit les chercheurs a démontrer la

capacité de p53 a se lier a dautres
oncoprotéines produites par d’autres virus causant des cancers, le papillomavirus HPV et sa
protéine E6 ou encore I'adénovirus E1B et sa protéine 55K comme exemples (Werness et al,
1990) ; (Zantema et al, 1985). Parallélement il a été démontré que p53 participe avec 'oncogene
ras a la transformation des fibroblastes embryonnaires de rat (Eliyahu et al, 1984). ’ensemble de
ces travaux a permis d’échafauder une hypothese stipulant que p53 est un nouvel oncogene dont
la surexpression est associée a la transformation cellulaire quand il est co-exprimé avec des
oncoprotéines virales ou des mutants de ras. La découverte que p53 n’est pas un oncogene mais
son frere ennemi “gene suppresseur de tumeurs” a pris un certain temps pour s’affirmer. En
effet, il a été démontré que la suexpression de p53 dans les tumeurs et le résultat de
I'accumulation de mutants de p53. Ces mutations faux-sens dans le gene p53 provoquent des
transformations cellulaires (Jenkins et al, 1985). D’un autre coté, les cDNA de p53 extraits de
premiere heure, tous clonés a partir de tumeurs, étaient pour la grande majorité des dominants
négatifs avec d’importantes mutations altérant le fonctionnement de la protéine “sauvage” WT.
D’autres observations ont consolidé cette tendance, en effet, certains stress cellulaires
comme par e.g. le DNA damage causé par les irradiations UV ou des traitements chimiques
augmentent le niveau d’expression de p53 WT dans cellules murines non transformées
(Maltzman & Czyzyk, 1984). Ces stress cellulaires engendrent un arrét forcé du cycle des cellules

et/ou le déclenchement du processus de la mort programmée.



2/P53 gardien de Pintégrité cellulaire

L étiquette p53 suppresseur de tumeurs a été définitivement retenue quand des
chercheurs ont démontré que des souris p53 déficientes étaient capables de développer des
tumeurs spontanément (Donehower et al, 1992). Les souris p53 KO, malgré un développent
normal, avaient une incidence élevée de sarcomes et de lymphomes en jeune age. Chez ’'Homme,
des patients soufrant du syndrome de Li-Fraumeni présentent un risque accru de développer une
variété de cancer dont des cancers des tissus mou, cancer du sein, des ostéosarcomes, des cancers
du cerveau et du poumon (Malkin et al, 1990).

Il est maintenant bien établi que p53 est un gardien “loyal” qui assure ’homéostasie
cellulaire. Le niveau de p53 dans les cellules normales est controlé par son inhibiteur majeur,
MDM2, qui assure sa navette noyau-cytoplasme ainsi que sa dégradation (Momand et al, 1992).
Quand P'intégrité génomique est menacée par des désordres métaboliques ou génétiques (par e.g.
'activation d’un oncogene, le DNA damage, la privation de nutriment ou I’hypoxie), 'expression
de p53 augmente et on passe d’'une forme latente a une forme active qui, dépendamment de la
nature du stress cellulaire et de la cellule elle-méme, peut engendrer une série de réponses. Ce

processus inclus Parrét du cycle cellulaire, 'apoptose, la différentiation cellulaire, la sénescence,

I'inhibition de I'angiogenese et des métastases et
Le syndrome de Li Fraumeni est une

affection génétique rare consistant
mises en lumicre (Vousden & Lu, 2002) ;(May & May, | en une prédisposition a diverses

probablement d’autres réponses cellulaires non encore

tumeurs lié a une mutation
germinale du gene TP53.

1999). L’arrét du cycle cellulaire et 'apoptose sont les

deux mécanismes les plus étudiés (Figure 1). La

fonction moléculaire de p53 a fait I'objet de recherches intensives durant les 30 derni¢res années.
La premiére activité a ¢ctre reportée fut son habilité a se lier au DNA sur des séquences
spécifiques et d’'une facon spécifique par son domaine centrale (Vogelstein & Kinzler, 1992).
Quand p53 se lie au DNA via le polypeptide GALA4, elle assure une de ses fonctions majeures, a
savoir la transcription de ses genes cibles (Fields & Jang, 1990). En effet, plusieurs génes cibles de
p53 participent a une panoplie de réponses cellulaires qui sont directement responsable du

“destin” final de la cellule stressée.
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Figure 1: Régulation cellulaire des signaux de stress médié par
p53. Une panoplie de stress peut activer p53, et p53 peut répondre
positivement ou négativement en régulant divers processus cellulaires
qui peuvent contribuer a la suppression des tumeurs (Bieging &

Attardi).

3/La structure de la protéine p53

Localisé sur le bras court du chromosome 17 (17p13) chez ’homme, le gene p53 code
pour une protéine de 393 acides aminés. I’analyse de ces acides aminés a révélé I'existence de 5
régions trés conservées et qui sont cruciales pour le bon fonctionnement de p53 (May & May,
1999). La protéine est composée de 4 domaines fonctionnels: un domaine N-terminal de
transactivation (TAD), un domaine central de liaison au DNA (DBD), un domaine C-terminal
d’oligomerisation (OD) et un domaine de régulation (RD) (Figure 2).

La caractérisation moléculaire des domaines fonctionnels de p53 a révélé plusieurs sites
d’interactions avec d’autres protéines ou encore des sites de régulation post translationnelle.
La stabilisation de p53 requiért une structure symétrique en tétrameres, dimeres ou de deux
homodimeres via I'oligomérisation domaine OD en C-terminal. La structure en tétramere est utile
pour les fonctions de transactivation ou d’arrét de croissance dépendantes de p53 (Pietenpol et al,

1994). Le TAD est important par contre pour le recrutement de la machinerie basique de
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transcription (Lu & Levine, 1995) et plusieurs protéines virales ainsi que MDM?2 se fixent sur
cette région pour inhiber cette fonction de transactivation (Levine, 1997). Le domaine N-terminal
comprend également une région riche en proline qui est sollicitée pour dans le déclenchement de
I'apoptose (Sakamuro et al, 1997). La région centrale avec son domaine de liaison au DNA
possede aussi la fonction d’interagir avec les protéines 53BP1 et 53BP2 ainsi que I'antigene T de
SV40 (Gorina & Pavletich, 1996). Le domaine C-terminal est reporté comme impliqué dans
I'apoptose, la régulation de la transcription et la reconnaissance du DNA damage (Wang &
Prives, 1995). Et pour finir, il faut noter que la plupart des sites de localisation nucléaire (NLS)

sont localisés en C-terminal (Dang & Lee, 1989).
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Figure 2: Structure schématique de la protéine p53 avec ses 5

domaines fonctionnels actifs (Anzola & Burgos, 2003).

4/La régulation de p53

Quand p53 est activée, elle acquiert le droit de vie ou de mort de la cellule en induisant
Parrét du cycle ou le déclenchement du processus apoptotique. C’est pour cela que dans les
conditions normales, p53 est soumis a un controle strict que ce soit au niveau de I'expression
(mRNA) ou méme a P’échelle protéique. A contrario, dans des conditions de stress, p53 peut étre
sujette a des modifications incluant des phosphorylations, acétylations, ubiquitinations,

glycosylations et autres en fonction du contexte cellulaire (Lavin & Gueven, 2000).

a/Stabilisation de la protéine p53

MDM2 possede un réle central dans la régulation de p53. A Torigine identifiée comme

surexprimée dans de nombreux sarcomes, il a été démontré 7z vitro que MDM2 interagit avec p53.
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En effet, elle se fixe sur la partie N-terminale de p53, une région riche en site de phosphorylation
et inhibe la transcription dépendante de p53 (Chen et al, 1993). Son mode d’action consiste apres
liaison a p53, a ubiquitiner la protéine et a la transporter du noyau jusqu’au cytoplasme, ou elle
sera dégradée par le protéosome (Gottifredi & Prives, 2001).

Par ailleurs, le promoteur de MDM2 est un site de liaison de la protéine p53 et de ce fait
sa transcription dépend de p53 (Barak et al, 1993). Par conséquent, un taux élevé de MDM2 du a
une suractivité de p53 crée une boucle d’autorégulation de cette derniere. Ce role cruciale de
MDM?2 dans la régulation de p53 est d’autant plus important que des embryons de souris MDM2
KO ne sont pas viables (Jones et al, 1995). Des études ont montré que le facteur de transcription
YY1 joue un role clef dans la dégradation de p53 via MDM2 en facilitant I'interaction des deux
protéines (Sui et al, 2004). D’autres kinases, des ubiquitine ligases, COP1 et Pirh-1, agissent aussi,
d’une facon indépendante dans lautorégulation de p53 et sa dégradation (Dornan et al, 2004),
(Leng et al, 2003). D’un autre coté, la tyrosine kinase c-Abl régule positivement p53 en

phosphorylant MDM?2 et inhibant son interaction avec p53 (Goldberg et al, 2002).

b/L’activation de p53

La fonction de p53 comme DNA-ligant est aussi régulée par des interactions protéine—
protéine et plus particulicrement par des modifications posttranslationelles du type
phosphorylation, acétylation et sumoylation. On peut citer par e.g. la famille des protéines ASPP,
ASPP1 et ASPP2 qui interagissent avec p53 via son domaine central de liaison au DNA et
Pactivent pour induire apoptose (Samuels-Lev et al, 2001). De multiples modifications initient
les réactions de liaison au DNA p53 dépendantes et la transactivation. L.a phosphorylation des
domaines N-terminal et C-terminal de p53 par une multitude de kinases a été démontré. Apres
les régulateurs du DNA damage ATM et ATR, il a été aussi reporté que DNA-PK induit la
phosphorylation de résidus serine sur la partie N-terminale de p53 qui sont nécessaires (mais pas
suffisants) pour 'activité de liaison de p53 au DNA et la transcription des genes cible (Woo et al,
1998). La phosphorylation de p53 sur des résidus serine en C-terminal par les CDKs, PKC ou
CKII régule aussi la liaison de p53 au DNA 7 vitro (Bischoff et al, 1990), (Baudier et al, 1992),
(Hall et al, 1996). L.e domaine intracellulaire de Notch-1 se lie a2 p53 et inhibe sa phosphorylation
et causant la régulation négative des cibles de p53 incluant p21, MDM2 et Bax (Kim et al, 2007).



c/Lalocalisation cellulaire de p53

“L’export —import” nucléaire de p53 est un processus hautement contrélé. La localisation
nucléaire de p53 est nécessaire pour sa fonction transcriptionelle. P53 contient 3 sighaux de
localisation nucléaire (NLS) permettant son importation nucléaire alors que son export hors du
noyau dépend des signaux du méme nom (Export nucléaire NES) (O'Brate & Giannakakou,
2003). L’export nucléaire de p53 vers le cytoplasme est nécessaire a sa dégradation. La perte de
fonction de p53 dans quelques tumeurs (neuroblastome par exemple) est liée a un défaut
d’accumulation dans le noyau. Cest du a une hyperactivit¢ de MDM2 ou du récepteur
glucocorticoide GR (Sengupta et al, 2000). Le complexe formé entre p53 et GR se trouve
séquestré dans le cytoplasme et la dissociation de ce complexe vz des GR antagonistes engendre
I'accumulation de p53 dans le noyau, activation des genes cibles de p53 et le déclenchement de
larrét du cycle cellulaire et Papoptose. D’autre protéines interviennent directement ou
indirectement dans lexport-import nucléaire de p53, on peut citer importin-0, PI3/Akt,

p14ARF, pact, actin vimentin et mot2 (O'Brate & Giannakakou, 2003).

5/P53 et cancer

La fonction de p53 est dérégulée par de nombreuses mutations dans quelques 50 % de
tous les cancers humains sporadiques et dans I'autre moitié la protéine est inactivée par différents
antagonistes cellulaires ou viraux dont MDM2 (Soussi & Beroud, 2001), (Momand et al, 1998).
En effet, les mutations de p53 sont I’événement génétique le plus fréquent dans un large spectre
de cancers, leur fréquence varie selon les types de cancer (de +/- 10 % dans des tumeurs
hématopoiétiques jusqu'a 50 a 70 % dans les cancers de l'ovaire ou les cancers colorectaux)
(Brosh & Rotter, 2009). Des informations plus détaillées et régulicrement mises a jour sont

disponibles sur le site http://www-p53.iarc.fr/ ou http://p53.free.fr/ .

Contrairement aux autres genes suppresseurs de tumeurs qui sont pour la plupart
inactivés par déplétion ou délétion, plus de 80 % des altérations observées sur p53 sont causées
par des mutations faux sens dont le résultat est une protéine stable (Soussi & Lozano, 2005).
Toutefois, la surexpression de ces formes mutées est constamment détectée dans les tumeurs
humaines. Ces mutations sont distribuées sur tous les exons mais avec une prédominance dans
les exons 5-8 qui codent pour le domaine centrale de liaison au DNA. Les mutations se
produisent généralement sur un alleéle alors que lautre est perdu par hétérozygotie. D’autres

mutations se produisent en mode d’activité dominant négatif et empéchent la bonne



oligomerisation des formes WT produites pour I'alléle non muté. D’autres observations suggerent
un processus oncogénique par gain de fonction (Oren & Rotter), 2010(Harvey et al, 1995). Les
mutants p53 peuvent activer des sous ensembles de promoteurs comme l'oncogene c-myc et
MDRI1. L’induction de ces genes facilite la prolifération cellulaire et la résistance aux traitements
chimiques (Frazier et al, 1998) ; (Sampath et al, 2001).

Comme mentionné plus haut, dans la moitié des tumeurs, I'inactivation de p53 n’est pas
due a des mécanismes de mutation (s#pra p. 9), le pathway p53 est perturbé par 'activation des
antagonistes de p53 ou via 'inactivation de ses inducteurs en amont. La surexpression de MDM2
via 'amplification du geéne est une “stratégie” commune dans une grande variété de cancers. La
dérégulation de MDM2 engendre une dégradation en continue de p53 et par conséquent des
cellules avec un phénotype p53 KO. D’autres régulateurs sont tout aussi inhibés dans
nombreuses tumeurs a savoir la protéine ATM impliquée dans la signalisation du DNA damage.
Une fois dérégulée, ATM empéche la phosphorylation de P53 et MDM2 et annule 'activation de
p53 induite par irradiation (Maya et al, 2001). Une autre DNA damage Checkpoint kinase, Chk2,
est un effecteur essentiel de ATM, qui phosphoryle aussi p53 apres irradiation Yet active
I'apoptose (Hirao et al, 2000) et dont des mutations germinales ont été reportées chez des

patients atteints du syndrome de Li-Fraumeni sans mutations de p53 (Bell et al, 1999).

6/P53 dictateur et consul ?

Quand une cellule est confrontée a des menaces carcinogenes, elle active p53 et initie une
série de processus : arréter sa prolifération le temps de corriger les erreurs et les défauts survenus
ou déclencher un suicide programmé afin d’éliminer la cellule endommagée. Se pose alors cette

question cellulaire “existentielle” : comment p53 décide la sentence entre la vie et la mort 2

Cette balance est tributaire de la disponibilité de certains facteurs cellulaires et sighaux
extracellulaires. Premi¢rement, le type méme du stress qui déclenche et active p53 et c’est la
nature des dégats dicte si oui ou non réparer ou mourir. Si les dommages sont extensifs,
I'apoptose est la réponse privilégiée. A contrario, la présence d’un taux élevé de signaux de survie,
comme les facteurs de croissances, ou d’interactions intercellulaires, conférent aux cellules une
résistance a I'apoptose. Deuxiemement, les événements moléculaires intracellulaires affectent de
plusieurs fagons p53 et par conséquent déterminent la nature de la réponse face au stress. Cela
inclut la disponibilité et Iactivité des régulateurs positifs et négatifs de p53. Les altérations

génétiques qui caractérisent les cellules cancéreuses modulent aussi la réponse cellulaire
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dépendante de p53, le génotype particulier des cellules tumorales gouvernent alors les
événements biologiques due a P'activation de p53 (Oren, 2003).

P53 est avant tout un facteur de transcription, et les genes qu’il cible codent pour des protéines
qui contribuent a l'issue biologique de I'induction de p53. La transcription des fonctions propres
a p53 complete le schéma de ces issues. Le choix entre la vie et la mort va dépondre de son
habilit¢ a “switcher” vers des sous ensembles de génes, par exemple les inhibiteurs du cycle
cellulaire, ou les genes pro-apoptotiques.

Les premicres études séparant ces deux fonctions de p53 viennent de Ianalyse des
mutants de p53 dérivés des tumeurs qui sont capables d’activer le promoteur de p21 et l'arrét en
G1 alors qu’elles n’activent pas celui de Bax ou de IGF-BP3 (Friedlander et al, 1996) ; (Ludwig et
al, 1996). Ces mutants “non apoptotiques” ne reconnaissent pas les motifs de faible affinité des
genes pro-apoptotiques. Ce modele de présence de sites de reconnaissances de hautes et faibles
affinités sur les genes cibles de p53 a été confirmé par plusieurs études (Szak et al, 2001) ; (Kaeser
& Iggo, 2002).

Plusieurs autres mécanismes moléculaires interviennent dans la sélectivité de p53 de ses
genes cibles. Les modifications post-translationnelles de p53 affectent le choix des promoteurs.
En effet, le changement conformationel de la protéine modifie sa spécificité de se lier au DNA.
Des data suggerent que le facteur de transcription E2F1 en absence de pl19ARF peut induire la
phosphorylation de p53 sur de multiples sites et qui mime le signal du DNA damage. Il a été
montré que ces modifications sur p53 sont cruciales dans la voie apoptotique via E2F1 (Rogoff et

al, 2002). Un exemple d’acteurs qui favorisent la voie apoptotique sans induction de

modifications covalentes de p53 est le coactivateur JMY de p300, qui dans des conditions de
stress interagit avec p300 et est recruté pour activer p53, la transactivation de Bax et I'induction
de I'apoptose (Shikama et al, 1999).

Bien que la majorité des études ait cherché a identifier les modulateurs pro-apoptotiques
de p53, les facteurs qui modulent 'engagement de p53 vers I'arrét de croissance, la réparation du
DNA ou les genes anti-apoptotiques ont été identifiés. Il a été démontré que le suppresseur de
tumeurs WT-1 stabilise p53 et 'engage vers le processus d’arrét du cycle et inhibe I'apoptose
médiée par p53. De méme, BRCA1 peut diriger p53 vers cette voie de réparation du DNA et
arrét du cycle et a contrario, aprés un DNA damage, p53 peut “switcher” vers I'apoptose en
inhibant 'expression de BRCA1 (MacLachlan et al, 2000) (MacLachlan et al, 2002).

Le corépresseur mSin3a ainsi que I’histone déacetylase jouent un role important dans la
répression de nombreuses cibles régulées par p53 et la transcription médiée par p53 et mSin3a a

été reportée comme induisant 'apoptose (Murphy et al, 1999).
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La présence de mSin3a dans des cellules surexprimant des protéines censées étre

réprimées par p53 facilite 'apoptose en favorisant I'inhibition de ces cibles par p53. De plus, la

liaison de MDM2 au domaine N-terminal de p53 inhibe aussi cette répression en masquant le

domaine d’interaction de p53 avec les cofacteurs de répression. Le suppresseur de tumeurs RB

peut intégrer le complexe MDM2-p53 et prévenir la dégradation de p53. La formation de ce

trimaire contribue au regain de la fonction répressive de p53 et augmentation de 'apoptose

(Figure 3) (Hsieh et al, 1999).

Le stress qui survient dans le réticulum endoplasmique (ER) causé par un “misfolding” de

protéine induit un arrét du cycle cellulaire médié par p53 et MDM2. En effet, le stress du ER

stimule I'interaction entre MDM?2 et des protéines ribosomales qui inhibent la dégradation de p53

par MDM2. Le role de p21 semble étre important dans I'arrét du cycle viz le stress du ER (Zhang

et al, 2000).

Les membres de la famille p53, p63
et p73 contribuent aussi au choix de la
réponse apoptotique. P53 a besoins d’au
moins un des ses homologues pour

Pactivation des genes pro-apoptotique

suite 2 un DNA damage (Flores et al, 2002).

La famille p53 comprend 3 génes, p53, p63 et p73
présentant de fortes homologies de séquence et
de structure. lIls dérivent d’un gene ancestral qui
pourrait correspondre au géne ps53-like, identifié
chez C.elegans (Schumacher et al, 2001)

p53
BRCA1 ASPP mSin3a
WT-1 E2F HDAC
JMY RB
p300

Cell cycle inhibitory genes
DNA repair genes

DNA repair

Pro-apoptotic genes  Anti-apoptotic genes

A

Growth arrest

Apoptosis

Figure 3 : la sentence de p53. Les coactivateurs, les

corépresseurs ainsi que les modifications post-

translationnelles de p53 dictent le choix entre la vie est

la mort.
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7/Les fonctions de p53

Les études génétiques réalisées 7z vitro (cellules en culture) ou 7z vive (modéle murin) ont
montré 'implication de p53 dans une multitude de fonctions, qui selon les circonstances,

contribuent individuellement ou collectivement a 'action anti-tumorale de p53.

a/ Induction de ’apoptose

P53 peut induire 'apoptose de deux manicres, i ou non un processus de transcription.
Dans le processus transcriptionnel, deux pathways sont impliqués, 'un extrinseque et l'autre
intrinseque. Dans le pathway extrinseque, p53 induit la transcription des récepteurs de la famille
TNF-R (Tumor Necrosis Family Recepteur), Fas, APO-1, CD95, DR5 et PERP (Schuler &
Green, 2001). La liaison ligant-récepteur induit la formation des DISC (DISC : Death inducing
signaling complex) ou complexe d’induction de la mort. Ce complexe est accompli par le
recrutement des FADD (FADD : Fas associated death domain) ainsi que des caspases 8 et 10
apres activation des caspases effectrices 3 et 7. Il en résulte la fragmentation inter-nucleosomique
du DNA, signe sine qua none d’apoptose. Le pathway intrinséque est activé a travers les
mécanismes du DNA damage qui impliquent la voie mitochondriale, voie largement régulée par
les protéines de la famille Bcl-2 (Schuler & Green, 2001). Ainsi, p53, apres sa stabilisation et
activation, se transloque dans le noyau et transactive les genes pro-apoptotiques Bax, Noxa,
PUMA et Bid (Haupt et al, 2003). Bax est le gene pro-apoptotique le plus important induit par
p53, mais sa translocation mitochondriale et son fonctionnement dépend d’autres protéines pro-
apoptotiques (Yu & Zhang, 2003). Bax peut former un complexe avec Bak sur la membrane
mitochondtiale externe et induire le relargage des cytochrome ¢, Smac/DIABLO et AIF
(apoptosis-inducing factor) depuis 'espace mitochondriale inter membranaire vers le cytosol.
L’apoptosome, complexe formé par le cytochrome ¢ APAF-1 (apoptotic protease factor 1) et la
caspase 9 active les caspases 3, 6 et 7. Celle-ci vont induire la fragmentation du DNA (étape finale
de 'apoptose) (Henry et al, 2002). 11 faut noter que les deux pathways, intrinseque et extrinséque
sont connectés via Bid, qui une fois clivé en t-Bid par la caspase 8 est transloqué dans les
mitochondries et active par conséquent les protéines Bax et Bak (Haupt et al, 2003) (Figure 4).

Indépendamment de son role transcriptionnel dans I'induction de I'apoptose, p53 est elle
méme transloquée dans la mitochondrie et interagit physiquement avec les protéines anti-
apoptotiques Bcl-x; et Bcl-2 pour promouvoir la multimérisation (homo- ou hétéro-multimere)

entre Bax et Bak (Erster & Moll, 2004) ; (Galluzzi et al, 2008). Ceci se passe rapidement et avant
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que p53 ne commence son activité transcriptionnelle. De plus, p53 empéche la formation du
complexe d’inhibition Bak-Mcll en se liant directement sur Bak (Erster & Moll, 2005). On peut
résumer et dire que p53 perméabilise la membrane mitochondriale externe et permet le relargage

des facteurs pro-apoptotiques dans le cytoplasme.
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Figure 4 : Modc¢le d’apoptose médié par p53. Ce modele trace le réle de p53
dans les pathways extrinseque et intrinséque de I'apoptose. Les genes cibles
de p53 sont notés en rouge. La convergence des deux pathways a travers Bid

est montrée (Haupt et al, 2003).

Nécrose

Il est important dans notre étude d’introduire le concept de la mort cellulaire nécrotique,
ou nécrose, et ce dans le but de la comparer avec I'apoptose, le mécanisme principale de mort
induite par p53.

La nécrose a été longtemps considérée comme une mort accidentelle des cellules due a
des perturbations environnementales et associée a la décharge incontrolée des facteurs pro-

inflammatoires intracellulaires, mais de nouvelles donnés démontrent I’existence d’un pathway
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caspase-dependant au moment de 'exécution de la mort confortant ainsi la notion que la nécrose
est plutot une mort controlée et programmée (Zong & Thompson, 2000).

Morphologiquement, la nécrose se caractérise par une augmentation de la taille cellulaire
(oncosis), le gonflement des organelles, la rupture de la membrane cytoplasmique et la dispersion
et perte conséquente du contenu intracellulaire. D’un autre coté, lors da la mort apoptotique
(supra p. 13), les endonucléases fragmentent le DNA dans des nucléosomes, alors que durant la
nécrose c’est les exonucléases qui dégradent le DNA (Higuchi, 2003). C’est ce phénomene qui a
longtemps servis a discriminer entre les deux morts. En effet, le profil de migration du DNA
apoptotique sur gel d’agarose est trés caractéristique est a une configuration redondante alors que
celui nécrotique n’est qu'un «smear» avec une prévalence de fragments a hauts poids
moléculaires.

La donne a changé et il est devenue claire que la nécrose est aussi un processus régulé, et
lors de son induction et lors de son exécution (Golstein & Kroemer, 2005). Le terme
« nécroptose » a aussi été utilisé pour définir une nécrose génétiquement controlée, et qui dépend
souvent de lactivité serine/thréonine kinase du récepteur RIP1 (receptor interacting protein
kinase 1) (Galluzzi & Kroemer, 2008). En effet, il a été démontré que RIP1 et RIP3 controlent le
« switch » entre la mort apoptotique et nécrotique dans de nombreux modeles expérimentaux, 7

vitro et in vivo (Cho et al, 2009 ; Hitomi et al, 2008).

b/ P53 et Autophagie

L’autophagie est un processus catabolique ou la cellule dégrade certaines de ses
composantes via la machinerie lysosomale. Des études récentes ont démontré I'implication de
p53 dans ce processus. P53 active l'autophagie par la transcription du DRAM (damage-regulated
antophagy modunlator) et produit donc les protéines lysosomales qui induiront 'autophagie (Crighton
et al, 2006). D’un autre coté, il a aussi été démontré que p53 inhibe lautophagie, en effet,
I'inhibition de p53 dans des cellules énuclées augmente l'autophagie, et expression de p53
cytoplasmique réprime I'autophagie dans les cellules p53 déficientes (Tasdemir et al, 2008). 11 est
clair que p53 joue un double jeu dans le processus autophagique et que les mécanismes
complexes qui le gerent ne sont encore pas bien établis, d’autant plus que les travaux récents
publiés suggerent que I'induction de I'autophagie peut faciliter la progression de I'apoptose ou la

sénescence (Crighton et al, 2007 ; Young et al, 2009).
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c/ P53 et ’induction de la sénescence

La sénescence cellulaire est définie comme un arrét permanent du cycle cellulaire et
empéche immortalisation et la transformation des cellules avec un profil génétique instable
(Itahana et al, 2001). La sénescence est définie comme un processus additionnel suppresseur de
tumeur aux prémices ou pré-lésions cancéreuses (Stuhmer & Bargou, 20006). Les cellules
sénescentes restent métaboliquement actives mais acqui¢rent des changements morphologiques
et physiologiques caractéristiques. Un grossissement de la taille, la condensation de la chromatine,
des changements dans lexpression des génes et une surproduction de [-galactosidase. Ce
phénotype est le résultat de plusieurs formes de stimuli et de stress cellulaires comme par
exemple le raccourcissement des télomerases, des stimuli oncogéniques, des radiations ionisantes
ou des agents induisant le DNA damage (Schmitt, 2007). P53 est le pivot de la régulation de la
sénescence réplicative et prématurée (stress induite). Ce dernier type de sénescence est conduit
pat le pathway ATM/ATR-Chk2/Chkl-p53 avec limplicaton de plusieuts marqueurs
moléculaires en aval de p53 comme p21, PML, PAI-1 et DEC1 (Zuckerman et al, 2009).

d/ P53, Checkpoint et arrét du cycle

La cellule posséde un systeme élaboré de controle du cycle cellulaire. Ce systeme est
sollicité apres un stimulus de stress, DNA Damage par exemple, et active toute une machinerie
du cycle cellulaire, des senseurs, transducteurs et effecteurs (Iliakis et al, 2003). Ce network
intégré de signalisation du DNA damage engendre I'inhibition des Cdk (les cyclin-dependent
kinase) et par conséquent le changement de la cinétique du cycle cellulaire. En effet, I'inhibition
des différents complexes Cdk/cycline empéche ou ralentit la transition G, /S, la progression de la
phase S, la transition G,/M ou les trois (Iliakis et al, 2003) ; (Samuel et al, 2002). Le role de p53
dans larrét du cycle cellulaire a été dument étudié et de nombreux régulateurs en amont et en
aval de p53 ont été décris (Giono & Manfredi, 2006). Des fibroblastes de souris MEF exposés a
du DNA damage activent le pathway ATM/ATR qui induit P'activation de p53. P53 induit I'arrét
du cycle en G, en activant p21 qui a son tour va inhiber les complexes Cdk4/cyclin D et
Cdk2/cyclin E. L’inhibition directe de p21 a elle seule débloque le Checkpoint des cellules en
phase G, mais pas aussi drastiquement qui apres I'inhibition de p53 suggérant I'implication
d’autres effecteurs médiés par p53 dans le processus de larrét de croissance (Brugarolas et al,

1995 ; Deng et al, 1995).
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D’un autre coté, la progression cellulaite G,/M est assutée par le facteur MPF
(maturation-promoting factor) qui comprend le complexe cdc2/cycline B. P53 induit l'arrét en
G,/M en perturbant le fonctionnement du complexe cdc2/cycline B. En effet, suite a un DNA

damage, p53 réprime la phosphatase cdc25c qui a pour role d’induire la mitose (St Clair &
Manfredi, 20006). Parallélement, p53 transcrit activement 14-3-30, une protéine qui va empécher

la localisation nucléaire du complexe cdc2/cycline B. Par conséquent, une délétion de 14-3-30 est
létale apres exposition a un DNA damage dans des cellules HCTT 116 (Chan et al, 1999).

Drautres cibles de p53 sont responsables de I'arrét du cycle aprés un stimulus comme le
DNA damage, notamment Ptprv (protein tyrosine phosphatase receptor type 5) qui induit un
arrét en G, et aussi Gadd45a qui controle et empéche la transition G,/M (Bieging & Attardi,
2012).

8/P53 et la résistance aux traitements anticancéreux

On a déja mentionné la prévalence des mutations de p53 dans les tumeurs humaines
(supra p.9), il s’agit des mutations les plus fréquentes parmi les altérations génétiques décrites dans
les cancers. Ceci montre a quel point p53 joue un role central dans les mécanismes de défenses
anti-tumorales. En effet, si 'on considere que I'induction de la mort des cellules cancéreuses suit
le chemin suivant (i) reconnaissance du DNA damage (ii) activation des kinases spécifiques (iii)
stabilisation est activation de p53 (iv) activation des pathways en aval de p53 et finalement (v)
Iexécution des programmes cytotoxiques on comprend limportance capitale de p53 dans
Pactivation des mécanismes antiprolifératifs et pro-apoptotiques et lefficacité des traitements
anticancéreux.

Ce passage quasi-obligatoire par p53 est une arme a double tranchant dans le traitement
des tumeurs, et par la chimiothérapie, et par radiothérapie. Plusieurs drogues et molécules ont été
développées et utilisées en clinique. Elles ont un point commun qui est le passage par la voie p53.
Alors lors d’une défaillance de la dite protéine ou d’un de ses subséquents pathways, des

phénotypes de résistance aux traitements et de survie des cellules cancéreuses sont constatés.

a/ Dérégulation du pathway en aval de p53

La perturbation du pathway en aval de p53 peut se faire au niveau de l'activité méme des
produits de geénes cibles de p53 (p21, Bax et les caspases) ou dans I'expression ou la mutation des

protéines interagissant avec p53. A titre d’exemple, p53, fonctionnelle, transactive p21 mais ce

17



dernier est inactivé par séquestration cytoplasmique via une Akt phosphorylation, et ceci conduit
a une résistance des cancers de testicules et de 'ovaire a des agents anti-tumoraux comme le
cisplatine (Koster et al, 2010 ; Xia et al, 2011). Dans ce cas précis, le mécanisme probable d’une
telle résistance est la liaison de la forme phosphorylée de p21 sur les pro-caspase-3 et 'annulation
de leur maturation en caspase-3, qui inhibe par conséquent 'apoptose (Suzuki et al, 1999). Bien
que le gene p21 soit rarement muté, il peut influencer lefficacité des thérapies engagées via
d’autres mécanismes. Un rapport récent a démontré qu'un simple polymorphisme d’un seul
nucléotide au niveau du codon 31 de p21 (dans 10% des patients souffrant de leucémie
lymphocytaire chronique) est suffisant pour engendrer une résistance thérapeutique et une
agressivité du cancer (Johnson et al, 2009). La réduction de I'expression de p21 consécutive a
I’hyperméthylation du promoteur du gene dans leucémies lymphocytaires aigus diminue le taux
de survie de 6 a 8% chez les patients comparativement a ceux dont le promoteur du géne p21 est
hypométhylé et la protéine p21 normalement fonctionnelle (Roman-Gomez et al, 2002).

En apoptose, le but ultime des agents anti-tumoraux est d’activer les caspases et les
endocunléases, qui dégradent le DNA et complétent les processus de la mort cellulaire.
L’inhibition de lactivité des caspases engendre donc une résistance aux traitements. En effet,
I'inactivation ou la dérégulation des caspase 3, 8 et 9 a été reportée et corrélée avec des formes de
résistances aux drogues dans des neuroblastomes et des cancers de I'ovaire, du cou et de la tete
ainsi que des cancers du sein (Kim et al, 2001 ; Duiker et al, 2011 ; Ding et al, 2000 ; Mueller et al,
2003 ; Kojima et al, 1998 ; Kuwahara et al, 2003).

b/ Mutations du géne p53

L’augmentation du risque de développer des tumeurs chez les patient soufrant du
syndrome de Li-Fraumeni est directement lié a la perte de la fonction de suppression des tumeurs
de p53 suite aux mutations germinales hétérozygotes de p53 (Smith et al, 2003 ; Lain & Lane,
2003 ; Lane & Lain, 2002 ; Petitjean et al, 2007). P53 est muté dans approximativement 50% des
cancers humain, et cette perte de fonction a un impact sur I'incidence tumorale de plusieurs
tissus. La perte de fonction de p53 engendre aussi une faible efficacité d’un large spectre de
traitements cliniques contre les cancers par rapport aux mémes traitements utilisés sur des
tumeurs ayant un p53 WT (Mandinova & Lee, 2011 ; Goldstein et al, 2011). Ce contraste est
clairement montré chez des patients en pédiatrie, souffrant de tumeurs du plexus choroide. Ces
enfants sont soumis a des cures de radiothérapie, traitement qui induit une réponse universelle et

un pronostic de vie de plus de 5 ans chez les patients avec des tumeurs p53 WT alors que les
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patients avec des tumeurs exprimant des formes mutées de p53 meurent dans les 6 mois (Tabori
et al, 2010). Pareillement, des patients traités pour des stades avancés du cancer du sein avec le
paclitaxel ou une combinaison de 5-fluoroucil (5-FU)/epirubicin/cyclophosphamide ne
répondent pas au traitement quand les tumeurs sont p53 mutées alors que la réponse est de 45-
64% quand la forme WT de p53 est exprimée (Schmidt et al, 2003) (Kandioler-Eckersberger et al,
2000).

La cytotoxicité basée sur le génotype de p53 a été étudiée également sur des modeles de
lignées tumorales 7z vitro. 1’étude la plus exhaustive est celle du NCI utilisant un panel de 39
lignées cellulaires avec un p53 muté et 18 avec un p53 WT couvrant 9 tissus différents et
exposées a 123 agents et drogues anti-tumorales (O'Connor et al, 1997). Cette étude a démontré
que la sensibilité moyenne des cellules p53 mutées au cisplatine, au 5-FU et a la bleomycine est 3
a 10 fois inférieure a celle des cellules avec un p53 WT. Une variation de la résistance dépendante
de la drogue et de la mutation de p53 est a noter. En effet, toutes les mutations de p53
n’engendrent pas une résistance a n’importe quel agent anti-tumoral. A titre d’exemple, des
cellules de cancer de poumon H1299 exprimant le mutant p53-R273H ne sont que tres peu
résistantes a 'etoposide mais montrent une grande résistance face au cisplatine, et les cellules
exprimant le mutant p53-V143A ne sont pas résistantes au traitement avec le cisplatine, le
paclitaxel ou encore le teniposide (Blandino et al, 1999 ; Bartussek et al, 1999).

Les mutations somatiques de p53 sont pour la plupart des mutations faux-sens et
localisées dans la région de liaison au DNA, une seule mutation est donc capable de causer une
perte de la fonction p53 (Vousden & Lu, 2002). Quatre positions dans p53 sont fréquemment
mutées, ces points critiques sont localisés sur les acides aminés suivants : 175, 248, 249 et 273 et
représentent plus de 25% de toutes les mutations faux-sens des cancers humains. Les mutations
spécifiques de p53 sont sub-classées en mutations de contact et mutations structurales mais les
deux empéchent les fonctions de transactivation pro-apoptotiques de p53 en empéchant la
reconnaissance de p53 sur le promoteur de ses génes cibles. Les mutations sur les positions 248
et 273 empéchent le contact direct de p53 sur le DNA sans pour autant affecter la conformation
méme de p53 alors que les mutations sur les sites 175 et 249 induisent des distorsions a I’échelle
locale et/ou globale de la structure de p53 et empéchent par conséquent la liaison au DNA

(Donzelli et al, 2008 ; Brosh & Rotter, 2009).

Mutation dans p53 et gain de fonction
Toutes les mutations de p53 n’engendrent pas uniquement des phénotypes de perte de

fonctions mais peuvent dans certains cas induire de nouvelles fonctions, c’est ce qu'on appelle
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gain de fonction. Ce type de mutations de p53 peut aussi induire des résistances thérapeutiques
(Strano et al, 2007). Plus spécialement, les nouveaux effets biologiques des mutations de p53, par
exemple sur les positions R175H, R175P, R248W, R249S, R273C ou R273L, induisent une
activation ou répression de transcription de genes qui ne sont pas normalement régulés par la
forme WT de p53, on peut citer les genes BEFGF, EGFR, HSP70 et c-Myc (Brosh & Rotter,
2009 ; Song & Xu, 2007). Ces genes, une fois dérégulés, sont impliqués dans la promotion de la
croissance et la survie des cellules cancéreuse ainsi que le développement de résistances vis-a-vis a
de nombreuses drogues et molécules thérapeutiques en inhibant I'apoptose dans une multitude de
lignées cellulaire et chez les patients (Song et al, 2000 ; Jackman et al, 2010 ; Vargas-Roig et al,
1998 ; Leonetti et al, 1999).

D’un autre coté, le gain de fonction de p53 peut aussi inhiber linteraction avec les
promoteurs de quelques familles de genes cibles de p53 et inhiber de fait la transactivation de ces
genes, on peut citer les genes p63 et p73 (Brosh & Rotter, 2009). Ce genre de mutations inhibe
les pathways antiprolifératifs et pro-apoptotiques.

Les mutations de p53 peuvent se produire sur un seul alléle, mais si le mutant p53
possede les caractéristiques d’un dominant négatif, sa seule présence dans le complexe
tétramérique est suffisante pour inhiber les fonctions de p53 et induire les effets de gain de
fonction. Avec ce genre de mutants, la résistance aux agents induisant le DNA damage se fait en
régulant négativement les geénes antiprolifératifs et les pro-apoptotiques, par exemple FAS et
MST-1, et en régulant positivement les genes pro-prolifératifs et les anti-apoptotiques, BAG-1 et
NFKB2 comme exemples (Brosh & Rotter, 2009 ; Xu, 2008). Ces nouvelles données nous
montrent qu’il s’agit aussi d’'une augmentation de résistance au traitement quand il s’agit de
combinaisons de perte et de gain de fonction de p53 suite a des mutations que quand il s’agit
seulement de perte de fonction. Des investigations ont été entrepris pour évaluer cette différence,
des cellules p53 déficientes on été transfectées avec des p53 mutés, ou des cellules avec des p53
mutés on été transfectées avec des siRNA et les deux approches ont démontré que les cellules
développent des résistances a un large spectre de molécules utilisées en chimiothérapie (Blandino
et al, 1999 ; Brosh & Rotter, 2009 ; Strano et al, 2007 ; Pugacheva et al, 2002).

Le « knock-down » des formes muté gain-de-fonction de p53 sont proposées en clinque
pour sensibiliser les tumeurs aux traitements, cela dit, cette sensibilisation reste partielle due a la
persistance de la perte-de-fonction et des approches de conversion de gain-de-fonction en forme
WT semble plus prometteuses. Le but ultime reste d’identifier des options thérapeutiques qui

¢liminent les cancers exprimant des formes mutées de p53 et cet effort est traduit entre autre par
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la caractérisation de nouvelles drogues, qui sont actuellement en phase clinique I et II (Cheok et

al, 2011).

c/ Resistance des cancers avec un p53 WT

11 est vrai que les mutations de p53 sont associées a I’échec des traitements anti-tumoral,
mettant par conséquent les formes mutées et le Knock-out de p53 au cceur du processus de
recherches de stratégie anticancéreuse. Pourtant, des tumeurs exprimant des formes WT de p53
montrent aussi des résistances aux molécules et aux drogues utilisées en chimiothérapie et des
rapports cliniques stipulent que des cancers avec p53W'T sont aussi résistantes que celle avec des
p53 mutés (Martinez-Rivera & Siddik, 2012). II est clair que ces résistances peuvent étre le
résultat de la dérégulation de n’importe quel composant du DNA Damage pathway, mais on va
sintéresser a ceux qui sont liés directement a p53, c'est-a-dire la sur-régulation du pathway
responsable de la dégradation de p53 et la sous-régulation de celui responsable des modifications

post-translationelles.

i/ Mécanismes de dégradation de p53

Les mécanismes qui augmentent la dégradation de p53 constituent une fagon simple
d’atténuer lefficacité de p53 et démontrer une résistance au traitement. En effet, accélération de
la dégradation protéosomale de p53 et I'induction de résistance vis a vis des drogues a été
démontré par la sur-régulation de protéines qui se lient spécifiquement a p53, a titre d’exemple la
protéine virale E6 du papillomavirus HPV 16, MDM4, et MDM2 (Toledo & Wahl, 2006). HPV
116 est trouvé dans plusieurs cancers, dont le plus commun est le cancer du col de l'utérus. Ce
virus exprime la protéine E6 qui active la dégradation protésomale de p53 et engendre un faible
taux de p53 dans les cellules tumorales infectées (Talis et al, 1998) et ceci engendre une résistance
a la camptothecine et au cisplatine (Padilla et al, 2002).

Nous avons déja mentionné que la dégradation de p53 est controlée par MDM2 (supra p.
8) et sa dérégulation peut engendrer une surexpression de l'oncoprotéine et ce par trois
mécanismes possibles, 'amplification du gene, 'augmentation de la transcription du gene ou la
translation du mRNA (Freedman et al, 1999 ; Momand et al, 1998). La surexpression de MDM2
engendre un développement tumoral ainsi qu’une résistance aux thérapies (Turbin et al, 2006). Ce
role de MDM2 a stimulé les recherches sur des molécules antagonistes des interactions MDM2-

p53 et une des molécules les plus caractérisées est sans doute la Nutlin-3a (Barbieri et al, 2000).
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Il existe également des mécanismes qui modulent le niveau d’expression de MDM2 et
contribuent a ’échec des agents anti-tumoralaux dans lactivation de p53 et I'induction de

Papoptose. Parmi eux, on compte la protéine MDM4, 14-3-30 ou encore p14™*"

& Siddik, 2012).

(Martinez-Rivera

ii/ Mécanismes sous-régulant les modifications post-translationnelles de p53

P53 doit étre transcriptionnellement active pour faciliter la réponse anti-tumorale,
cependant, dans les tumeurs résistantes aux drogues, cette fonction peut étre perdue. Les deux
genes clefs qui sont non transcris sont p21 et Bax. La non expression de Bax est corrélée a de
multiples cas de résistance de tumeurs humaines, et ce indépendamment du statut de p53 (Sturm
et al, 1999 ; Friess et al, 1998 ; Krajewski et al, 1995 ; Sturm et al, 2000). Egalement, des tumeurs
résistantes et p53 WT exposées a des agents anti-tumoraux, ceux basés sur le platinum par
exemple, montrent un p2l non transactivé (Perego et al, 2003), ce qui est cohérent avec
I’hypothese de p21 suppresseur de tumeur (Gartel & Radhakrishnan, 2005). Certes, la perte de la
fonction de transactivation de p53 WT peut s’expliquer par la dérégulation de P'expression de
MDM2, MDM4, 14-3-30 ou p14™"", mais ce n’est pas toujours le cas. Dans le cancer du sein par
exemple, parmi les 45% de tumeurs résistantes au traitement anti-tumoral et ayant un p53 WT,
seules 7 a 14% des cancers montrent une surexpression de MDM2 ou une sous-expression de
p14™" (Ho et al, 2001). Aussi, la différence de la demi-vie des cancers de 'ovaire p53 WT,
résistants vs sensibles, traités avec le cisplatine n’est pas corrélée avec le niveau d’expression de
MDM2 (Yazlovitskaya et al, 2001). Il est donc clair que d’autres mécanismes qui atténuent les
fonctions de p53 WT sont aussi impliqués. Les défauts de modification post-translationnelles

sont les plus importantes.

L’importance de la phosphorylation post-translationnelle de p53

On a déja mentionné que la stabilisation et I'activation de p53 est gouvernée par des
modifications post-translationnelles (supra p.8). Il s’agit essentiellement de phosphorylation,
ubiquitination, acétylation, méthylation, SUMOylation, neddylation, glycosylation et ribosylation
(Dai & Gu, 2010 ; Horn & Vousden, 2007) et plus de 50 sites sujets a modifications apres un
stimulus ont été identifiés sur p53 (Meek & Anderson, 2009). Les modifications qui se produisent
apres un DNA Damage sont pour la plus part des phosphorylations. 1l existe 23 sites possibles de
phosphorylation de p53 qui sont la cible de plusieurs kinases (Toledo & Wahl, 20006). Cependant

chaque agent anti-tumoral active une seule kinase pour chaque site créant ainsi une sorte de
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signature/drogue dépendante suite a la quelle p53 adopte une configuration spéciale et
transactive des genes cibles en conséquence (Martinez-Rivera & Siddik, 2012). L’altération d’une
de ces kinases changera la signature de p53 et peut atténuer la réponse a la chimiothérapie.

La protéine kinase ATM par exemple, phosphoryle directement p53 sur le site Serl5 et
qui par conséquent, stimule la phosphorylation de la méme p53 par d’autres kinases comme
CHK2 sur d’autre sites. D’un autre coté, ATM phosphoryle et active la protéine kinase HIPK2
qui elle méme modifie p53 sur le site Ser46 (Meek & Anderson, 2009). Les mutations de ATM
engendrent alors un défaut de régulation de p53 et de réponse au stress cellulaire.

Pareillement, CHK2 est une kinase importante dans la réponse cellulaire au DNA
Damage. 1l existe une corrélation entre sa sous-expression et la résistance au cisplatine dans les
lignées cancéreuse de poumon (Zhang et al, 2004). Le pourcentage des cancers de I'ovaire p53
WT et résistant au cisplatine (environ 23%) est comparable a celui des mémes cancers déficients
en CHK2 (Williams et al, 20006 ; Jallepalli et al, 2003).

Un autre membre de la famille des calcium calmodulin kinase, CHK1, intervient dans le
checkpoint activé par le cisplatine et cible des sites sur p53 similaires a ceux de CHK2 (Shieh et

al, 2000).
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MECANISMES DE CONTROLES DU CYCLE CELLULAIRE

1/ Le Cycle de division cellulaire

Le cycle de division cellulaire décrit les étapes et les controles qui assurent la division
cellulaire. II est traditionnellement divisé en plusieurs phases distinctes dont la plus importante est
la mitose conduisant a la division cellulaire.

La mitose et la fission cellulaire n’occupe qu’une petite partie du cycle, 'autre partie, plus
longue s’appelle I'interphase, phase durant la quelle la cellule s’appréte a effectuer une division
dans sa course vers “I'immortalité”. Elle se compose de trois étapes clefs, une phase dite
«métabolique » nommé G, une phase de synthése et de réplication du DNA dite phase S et
« Gap » ou G, avant l'entre en mitose (la cellule conserve toujours un seul noyau mais avec une
double quantité de matériel génétique). La mitose ou phase M est divisée en prophase
(condensation du DNA), prométaphase (ancrage du DNA en condensation sur le fuseau
mitotique), métaphase (les chromatides sceurs s’alignent sur la plaque équatoriale), anaphase
(séparation des chromatides sceurs et cheminement vers les poles opposées) et enfin la télophase
(fin de progression des chromatides sceurs, décondation et formation de I'enveloppe nucléaire).

La Cytokinése achéve la division par division cytoplasmique des deux cellules sceurs.

2/ Les points de contrdle du cycle cellulaire

Des mécanismes existent et permette de surveiller les évenements essentielles du cycle cellulaire
et décider son arrét en cas d’anomalie importante. Ces systeme de surveillance s’activent quand
sont observées des lésions du DNA (DNA damage Checkpoint), des erreurs de réplication du
DNA (Replication Checkpoint) ou encore si il se produit une mauvaise répartition des
chromatides sceurs entre les cellules filles (Mitotic Checkpoint) (Figure 5).

Il existe aussi deux autres niveaux d’arrét du cycle qui sont sujet a débat, il s’agit de
Iantéphase Checkpoint (prévient 'entrée en mitose en cas de stress cellulaire) (Chin & Yeong,
2010) et du G1 tetraploid Checkpoint (st le Spindle Assembly Checkpoint est désactivé et que la
cellule réussi a entré en mitose avec une double quantit¢é de DNA ayant des anomalies de

réplication) (Rieder & Maiato, 2004).
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Figure 5 : les points de contrdle du cycle cellulaire. Le cycle cellulaire est
controlé par une multitude de checkpoints, dont la réplication du DNA (en
bleu), le DNA Damage (en rouge) ainsi que le Spindle Assembly Checkpoint
SAC (en gris). En plus, 'antéphase Checkpoint (en vert) qui joue un important
réle dans la prévention d’entrée en mitose en présence de conditions de

stresses (Chin & Yeong, 2010).
3/ Le Spindle Assembly Checkpoint (SAC).

Le “spindle assembly checkpoint” est un systeme de controle qui supervise I’état
d’attachement des kinetochores/microtubules durant la mitose et stoppe la progtession du cycle
cellulaire jusqu’a ce que tous les chromosomes soient bien alignés sur le fuseau mitotique (Nezi &

Musacchio, 2009).

Ce contrdle mitotique est essentiel pour

L’Anaphase-promoting complex/cyclosome
(APC/C) est un domaine multi protéique
avec une  activité ubiquitin-ligase
mitose avec des chromosomes mal attachés | responsable de 'ubiquitination de plusieurs
voire méme non attachés sur le fuseau avec des | régulateurs clefs du cycle cellulaire, dont la
cycline B et la securine. Il est également
appelé Cyclosome

le maintient de la stabilité génétique, car en son

absence, les cellules quittent prématurément la

conséquences plus au moins dramatiques qui

vont de ploidie instable a la mort par apoptose

(Musacchio, 2011 ; Rieder & Maiato, 2004) (Figure 6).
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Figure 6 : Mise en place du SAC. Interprétation schématique de la formation

du fuseau mitotique et la ségrégation des chromosomes controlée par I'activation

et la désactivation du systeme Spindle Assembly

al, 2010).

Checkpoint (Vanden Bosch et

La cible principale de ce “checkpoint” est Cdc20, un substrat spécifique de I’Anaphase

Promoting Complex/Cyclosome (APC/C) qui catalys
mitotiques clefs, Cyclin B et Securin, afin de prévenir
proteasome (Lee et al, 2012).

Des approches de screening génétique ont

e la polyubiquitination des protéines

leur éventuelle dégradation par le 26S

identifié au moins 7 genes essentiels pour le SAC
chez les levures. Plusieurs études durant les deux
derniéres décennies on montré que le SAC est

hautement conservé et des ortologues ont été

26S proteasome est un complexe de
protéines doté d’une activité lytique. I
est responsable de la protéolyse et Ia
dégradation de nombreux substrats
tagués par les chaines polyubiquitin,
dont ceux créés par ’APC/C.

identifiés chez les mammiferes (Rao et al, 2009). 1I

s’agit essentiellement de Serine/Threonine kinases.
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a/ Les MAD kinase (mitotic-arrest deficient)

i/ Mad2

Le gene humain Mad? a été le premier géne mammifére du spindle checkpoint pathway a
étre cloné est caractérisé. Il est structurellement et fonctionnellement hautement conservé
(Hardwick, 2005). La protéine MAD?2 est localisée sur les kinetochores apres la condensation des
chromosomes mais avant 'entrée en anaphase et elle a un réle clef dans la médiation de l'activité

du SAC (Lopez-Girona et al, 1999). La surexpression de

Le Kinetochore est un large
assemblage de protéines qui
régule I’attachement des
chromosomes sur le fuseau
microtubulaire. Il s’assemble

MAD?2 est décrite dans une variété de cancers (Storch,
1976 ; Chen et al, 2002 ; Garber et al, 2001) et confirmée
par Tutilisation de la Database ONCOMINE (Cancer
Database and

Microarray integrated Data-Mining

Platform) (Rhodes et al, 2004). La surexpression

transitoire de MAD2 est suffisante pour la formation de

tumeur mais elle n’est pas vitale pour la survie pour cette

spécialement durant la mitose sur
des régions spécifiques des
chromosomes : les centrosomes. Il
se démonte a la fin de la mitose.

méme tumeur contrairement au oncogenes classiques

(Sotillo et al, 2007).

ii/ Madl1

MAD1 est généralement décrit comme le “récepteur de MAD2* sur les kinetochores et
son role ralentisseur dans 'anaphase est certain. En effet, I'interaction entre MAD2 et MAD1 est
essentielle pour le changement conformationel de MAD2. Le complexe MAD1-MAD2 formé

s’attache au kinetochores et catalyse la formation du complexe MAD2-Cdc20 (Emre et al, 2011).

iii/ BubR1 (Mad3)

Le bon fonctionnement de la protéine BubR1 est primordial pour le spindle assembly
checkpoint. La protéine BubR1 hyper phosphorylée s’associe aux les kinetochores mal ou non
accrochés et stabilise 'attachement des microtubule/kinetochore en se fixant sur la protéine
centromerique Cenp-E. Elle assure aussi le bon alignhement des chromosomes sur le fuseau
mitotique (Meraldi & Sorger, 2005). BubR1 est aussi une composante importante du Mitotic

Checkpoint Complex (MCC) et inhibe I'activité de 'ubiquitin ligase E3 de APC/C via la cyclin
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B1 et la securin. En effet 'ubiquitylation de Cdc20 (et par
Le Mitotic checkpoint complex

(MCC) et un complexe qui
Complex/Cyclosome) inhibe le SAC (Reddy et al, 2007). | contient CDC20, [I’activateur

conséquent le I’Anaphase Promoting

d’APC/C, ainsi que les protéines
du SAC MAD2, BUBR1/Mad3 et

BUB3. Le MCC est considéré
d’ADN double brin (Royou et al)2010. BubR1 joue un | comme Peffecteur du Spindle

role dans la méiose puisquelle régule Parrét de la | Assembly Checkpoint

D’un autre coté, BubR1 s’accumule dans les chromatides

acentriques suite a une mauvaise réparation de cassures

prophase 1 (Homer et al, 2009).

Des études génétiques on montré que la diminution de 'expression ou de lactivité de
BubR1 est responsable de la séparation prématurée des chromatides (Matsuura et al, 2000). A
contrario, la surexpression de BubR1 est reportée dans nombre de cancers gastriques (Ando et al,
2010). Le dosage de 'expression de cette protéine kinase sert de marqueur dans le pronostic de

survie dans certains types de cancers (Gladhaug et al, 2010).

b/ Les BUB kinase (budding uninhibited by benzimidazole)

i/ Bubl

Malgré leur ressemblance, les protéines Bub1 et BubR1 sont des kinases paralogues, elles
ont un role différent dans le SAC. En effet, Bubl est responsable de la congrégation des
chromosomes, la localisation de MAD2 et de BubR1 sur les kinetochores ainsi que I’association
des protéines centromeriques CENP-E et CENP-F dans les cellules n’ayant pas activé le Mitotic
Checkpoint. Bubl est essentielle aussi dans I’établissement et le maintient des chromosomes sur

le fuseau bipolaire (Johnson et al, 2004 ; Meraldi & Sorger, 2005 ; McGuinness et al, 2009).

ii/ Bub3

Bub3 est une protéine similaire a Bubl, elle se localise au niveau des kinetochores avant
'alignement des chromosomes. Son réle est aussi de faciliter la localisation aux kinetochores de
Bub1 (Ciciarello et al, 2001). Bub3 est aussi partie intégrante du MCC (Sudakin et al, 2001).

D’un autre c6té, la mutation biallelique du gene Bub3 est létale pour des embryons de souris

suggérant son role vitale pour le développement embryonnaire précoce (Kalitsis et al, 2000).
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c/ Autres composant du Spindle Assembly Checkpoint

En plus des MAD et BUB kinase, le SAC se compose aussi d’autre protéines kinases qui
ont plusieurs role dont I'amplification du ‘signal SAC’ et la vitesse de formation du MCC
(Musacchio & Salmon, 2007). On peut énumérer les constituants du complexe ROD (rough
deal)-ZW10 (zeste white-10)—ZWILCH (RZZ) (Tang et al, 2004), NEK2 ou encore la polo-like
kinase-1 (PLK1) (Musacchio & Salmon, 2007) mais les plus important reste les protéines kinase

Aurora B et la multipolar spindle-1 (MPS1) (Figure 7).

d/ Aurora B

Les kinases Aurora appartiennent a la famille des Ser/Thr kinases. Ce sont des régulateurs
de premier ordre de la mitose. Leur éventail d’action couvre aussi bien les fonctions des
centrosomes, la ségrégation des chromosomes ainsi que la Cytokinese. Le dysfonctionnement des
ces protéine peut engendrer de I'aneuploidie et/ou polyploidie, et est lié au développement des
tumeurs (Vader & Lens, 2008). Aurora B kinase est une kinase clef dans ce processus et surtout
dans le Spindle Assembly Checkpoint.

Ipll, ’homologue de Aurora B chez la levure, est nécessaire pour remédier au défauts de
tension dans 'attachement des chromosomes au microtubules. Chez les vertébrés, en utilisant des
molécules ou des anticorps qui ciblent Aurora B engendre des phénomeénes de perte de tension
en réponse a des poisons de Spindle comme le taxol mais pas dans des situations ou les
microtubules sont completement détachés comme c’est le cas en réponse au nocodazole par ex.
(Hauf et al, 2003).

D’une facon intéressante, et en réponse a de faible dose de taxol, Iinactivation du SAC
est plus importante en absence de Aurora B que vis-a-vis des doses plus importantes de ce poison
microtubulaire. Ceci suggere que Aurora B un réle d’amplification du SAC défaillant, dans des
cas occasionnels de relachement des kinetochores des microtubules au moment de la bi-

orientation due a des défauts de tension (Carmena et al, 2009).
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(Musacchio & Salmon, 2007)
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i/ Autres fonctions de Aurora B

Fuseau mitotique

Aurora B participe a la formation et a la stabilité du fuseau mitotique en phosphorylant
deux protéines qui «téléguident» le fuseau a savoir la microtubule-destabilising protein
Stathmin/Op18 la kinesin-13 microtubule depolymerase MCAK (Gadea & Ruderman, 2006 ;
Ohi et al, 2004).

La correction des erreurs d’attachement lors de la bi-orientation des chromosomes

C’est sans doute la fonction la plus décrite de Aurora B. Des études chez la levure on
montré que Aurora B est essentielle dans la stabilité du processus de détachement du kinetochore
des microtubules (Tanaka et al, 2002). En effet, la formation d’attachements incorrects des
chromosomes sur le fuseau est relativement fréquente dans les premiers instants de la mitose et la
cellule emploie des moyens redondants pour la correction de ces erreurs. Aurora B phosphoryle
Hec1/Ndc80 et augmente son affinité aux microtubules (Cheeseman et al, 2006). Aurora B
régule aussi Iactivité de MCAK ou encore Kif2b, deux protéines du kinetochore (Carmena et al,

2009).

Cohésion des chromatides au niveau des centromeéres

Une fois la bi-orientation des chromosomes finie et le SAC ne signalant pas de probléme,
les cellules commencent a désintégrer les cyclines et autres composants de PAPC/C et a
progresser en anaphase avec une perte de la cohésion des chromatides. Plusieurs études montrent
le r6le que joue Aurora B dans le contréle de la cohésion entre chromatides. En effet, elle régule

activité de la séparase (Yuan et al, 2009).

Cytokinese

Durant I'anaphase, Aurora B se concentre sur la partie médiane du fuseau et la partie
équatoriale du cortex, cette localisation est essentielle pour la phase terminale de la mitose.
Aurora B est primordiale pour la cytokinése. En effet, un marquage en « time-lapse » montre une
concentration de la kinase sur le sillon de séparation de deux futures cellules filles (Fuller et al,
2008) (Figure 8). Le role d’Aurora B dans la tumorigencse reste encore mal ¢élucidé. La
surexpression de Aurora B n’est reportée que dans quelques types de cancers (Katayama et al,

2003). Cependant il est clair que I'expression de la kinase est liée a la prolifération cellulaire. En
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effet, Pexpression forcée de Aurora B dans les cellules CHO engendre de I'aneuploidie et accélere

la croissance des xénogreffes tumorales (Ota et al, 2002).

(a) Early Mitosis

Aurora A

prophase prometaphase

(b) Mitotic Exit

anaphase telophase -cytokinesis

Current Opinion in Cell Biology

FIGURE 8 : distribution d’Aurora A et Aurora B dans les

cellules mitotiques (Carmena et al, 2009).

e/ Aurora A

Aurora A et Aurora B sont deux kinases trés similaires, avec un domaine kinase a 70%
identique. Cependant, et malgré cette similarité, elles ont une localisation cellulaire et des
fonctions différentes durant la mitose. En effet, Aurora A s’associe aux poles du fuseau mitotique
et participe a l'entrée en mitose, la maturation et la séparation des poles bipolaires (Barr &
Gergely, 2007) (Figure 8). La surexpression de Aurora A est reportée dans de nombreux
cancers, en effet, elle stimule la formation de colonies, la multiplication des centrosomes ainsi que
la croissance des tumeurs xénogreffes chez la souris (Bischoff et al, 1998 ; Meraldi et al, 2002;
Zhou et al, 1998 ; Anand et al, 2003).

Il est intéressant de noter la corrélation qui existe entre des phénotypes de tumeurs
humaines comme la multiplication des centrosomes et la polyploidie et la surexpression de

Aurora A. P53 et Aurora A sont directement liés durant le cycle cellulaire, et la dérégulation de
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p53 ou son absence est corrélé a la tétraploidisation des cellules surexprimant Aurora A (Meraldi

et al, 2002).

f/ MPS1

Le gene Mpsl (Monopolar Spindle 1) a été identifié initialement chez la levure
Saccharomyces cerevisiase. Une mutation de ce gene était responsable d’un défaut de duplication des
spindle pole body (SPB) c'est-a-dire I'équivalent des centrosomes dans les cellules eucaryotes.
L’orthologe de Mpsl a été cloné est caractérisé chez I'humain (Mills et al, 1992). Mpsl
phosphotyle les setines/thréonines ainsi que les tyrosines suggérant que c’est une protéine kinase
a double spécificité d’ou son nom de PYT/TTK (phospho-tyrosine-picked threonine and
tyrosine kinase). Le nom Mpsl reste le plus utilisé étant le premier nom publié (Liu & Winey,

2012).

i/ Mpsl et le SAC

XIMps1 (Xenopus Mpsl) a été le premier orthologe chez les vertébrés identifié comme
impliqué dans le Spindle Checkpoint et localisé aux kinetochores. En effet, les oocytes de Xenopus
ont besoin de XIMpsl pour Parrét mitotique et pour le recrutement de Mad2 et d’autres
protéines du SAC aux kinetochores. Pareillement, chez I’humain, hMPS1 est trouvée aux
kinetochores et a un role essentiel dans Pactivation et le maintien du SAC. Ces résultats ont été
reportés dans de nombreuses études incluant de nombreux tests comme la déplétion du gene
hMps1 ou l'inhibition de la kinase (Lan & Cleveland, 2010).

La localisation des protéines du SAC aux kinetochores est essentielle pour leur bon
fonctionnement, en effet, la localisation de CENP-E est dépendante de XIMpsl (Abrieu et al,
2001). CENP-E a été également décrit comme substrat de Mps1 7z vitro (Espeut et al, 2008).
D’autres études par contre montrent que la surexpression de Mpsl induit Parrét du cycle
cellulaire chez les levures dépendant des protéines du SAC suggérant que Mps1 est a I'origine du
SAC signal pathway. Etant donné la complexité des travaux publiés et le fait que Mpsl possede
des domaines kinases différents et plusieurs substrats dont Cenp-E, Mad2 et Mps1 elle-méme, il
semble que le Mpsl pathway ne peut étre un modele linéaire mais plutot multivoies (Liu &
Winey, 2012).

D’un autre coté, Mps1 agit comme checkpoint sans pour autant étre dans le kinetochore.

Une forme mutée de hMps1 qui garde Iactivité kinase sans étre localisé sur le kinetochore réussie
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toujours a activer le Checkpoint avec inhibition de Cdc20 au court de la mitose (Chan & Yen,
2003).

Mpsl1 contribue également a former un complexe qui inhibe APC (anaphase promoting
complex) durant I’anaphase, ce complexe comprend aussi d’autres protéines du SAC a savoir
BubR1 et Mad2. Ces protéines inhibent le Cdc20 7z witro en absence de Mpsl mais leur
association 7z vitro est dépendante de Mps1 (Maciejowski et al, 2010). Ainsi, 'activité de Mps1 est
cruciale pour 'achévement d’une mitose normale, en effet les cellules Mps1 déficientes montrent
un transit mitotique plus rapide que les cellules Mps1 efficientes (Lan & Cleveland, 2010).

Par ailleurs, avant linstallation du SAC, Mpsl, avec Aurora B, intervient dans
I'attachement des chromosomes au fuseau bipolaire, elle participe au détachement des deux
chromatides sceurs et leur recrutement dans vers les poles opposés (Santaguida et al, 2010).

La relation entre Mpsl et Aurora B est sujette a contentieux puisque plusieurs études
montrent la chose et son contraire. En effet des études postulent que la diminution de lactivité
de Mps1 réduit 'activité d’Aurora B notamment via la phosphorylation de la Borealin (Jelluma et
al, 2008 ; Bourhis et al, 2009). D’autres études par contre, via 'utilisation d’inhibiteurs de Mps1
ou d’alléles mutés inhibables démontrent que lactivité de Aurora B ne varie pas avec la
diminution de Pactivité de Mps1 (Bourhis et al, 2009 ; Hewitt et al, 2010).

Aurora B et les composants du kinetochore Hecl/hNdc80 sont nécessaires pour le
recrutement de Mps1 au kinetochore, et ce recrutement en soit est la condition sine gua none d'une
bonne entrée en mitose. Ceci place Aurora B en amont de hMps1 dans le Checkpoint pathway
comme il a été vu chez la levure (Biggins & Murray, 2001).

La fonction de Mps1 est vitale pour la plus part des organismes étudiés (a I'exception de
S. pombe) et I'inhibition de la kinase tue les cellules apres une polyploidisation sévere (Lan &

Cleveland, 2010).

ii/Autre fonctions de Mpsl

Duplication et organisation des centrosomes

Comme on I'a déja noté, Mps1 a été identifié suite a une mutation qui était responsable
du défaut de duplication du SPB chez la levure. Une collection d’alleles mutés a permis de
démontrer que Mps1 intervient sur plusieurs niveaux dans le pathway de la duplication du spindle

pole body et y phosphoryle plusieurs composants dont la centrine (Cdc31) ou encore Spc98 (un

composant du complexe Y-tubulin) (Liu & Winey, 2012).
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Chez la levure, Mpsl est localisée sur les SPBs et elle est localisée pareillement sur les
centrosomes chez les cellules mammiféres.

La surexpression de la kinase engendre une sur-duplication des centrosomes, a contrario,
une surexpression de forme inactive de Mpsl bloque la duplication des centrosomes (Pike &
Fisk, 2011). Cependant, des études on montré que la délétion de Mpsl, Iinhibition de
I'expression par des siRNA ou encore des études chez C. elegans (pas d’orthologe de Mps1 chez
cet organisme) postulent pour une duplication normale des centrosomes (Lan & Cleveland,

2010).

Mpsl et la réponse au stress génotoxique

Le stress génotoxique (DNA damage par ex.) engendre un arrét du cycle cellulaire en

phase G2/M ou G1, ou induit la mort apoptotique dépendamment du statut de p53. Mpsl
influence ces réponses via de multiples mécanismes.
Les cellules HelLa exposées a des radiations X ou UV sont bloquées en phase G2/M tributaire de
I‘activité de Mps1 qui interagit avec CHK2 (Wei et al, 2005). CHK2 phosphoryle également Mps1
et augmente sa stabilité créant ainsi un feedback positif (Yeh et al, 2009). La dérégulation de ce
feedback diminue le DNA Damage Checkpoint en phase G2/M et permet aux cellules d’entamer
une mitose aberrante (Wei et al, 2005).

D’autres protéines intervenant dans les réponses au stress génotoxique ont été identifiées
comme cible de Mps1. La protéine BLM (The Bloom syndrome protein) et c-Abl en ont sont des
exemples (Leng et al, 2006 ; Nihira et al, 2008).

La fonction de Mps1 dans la réponse au stress génotoxique est dépendante du statut de
p53. En effet, des cellules p53 déficientes, avec une surexpression de Mpsl sont susceptibles a la
mort apoptotique induite par DNA damage (Bhonde et al, 2000).

D’un autre coté, les deux protéines interagissent directement. Apres exposition au poison
des microtubules, p53 est stabilisée par phosphorylation sur son site Thrl8 par Mpsl. Cette
phosphorylation contribue au Checkpoint post mitotique (arrét des cellules en phase G1 et

prévention de polyploidie) (Huang et al, 2009).

Mpsl et la cytokinese

L’inhibition de Mps1 dans des cellules humaine par des siRNA spécifiques engendre une
des cellules multinuclées suggérant I'implication de Mps1 dans la Cytokinese et /ou la sortit de
mitose (Fisk et al, 2003). D’un autre coté, Mps1 forme un complexe avec la protéine MIP1 (Mps1

interacting protein 1) qui est un composant du cytosquelette. L’inhibition de MIP1 est en
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conséquent le complexe MIP1-Mpsl engendre une accumulation de cellules multinuclées

(Mattison et al, 2011).

Mpsl et la méiose

La méiose, qui permet la production des cellules germinales haploides, comporte deux
divisions asymétriques. La premicre sépare les chromosomes homologues et la deuxieme les
chromatides sceurs.

La dérégulation de la fonction de mpsl dans les cellules méiotiques (la phase I de la
méiose chez les oocytes de souris par ex.) engendre un sévere défaut de ségrégation des
chromosomes et la polyploidie (Hached et al, 2011). Ces anomalies sont dues essentiellement a
Pincapacité de maintenir le SAC ou/et une mauvaise connection des chromosomes au fuseau
méiotique. Ceci suggere que la fonction méiotique de Mpsl est similaire a celle observée en
mitose. Pour beaucoup d’études qui caractérisent le role de Mpsl dans la méiose, des alleles
hypomorphiques ont été utilisés. Durant la méiose 1, des alleles de .4/ (le gene drosophilen de
Mps1) détruisent la pause en métaphase.

Indépendamment de son role lié au « Spindle », Mps1 est aussi impliquée dans d’autres
fonctions. En effet, elle contribue aux deux rounds de réplication des SPB chez les levures, ou

encore a la formation des spores post méiotique (Straight et al, 2000).

iii/ La structure de la protéine Mpsl

Plusieurs groupes on travaillé sur la structure du domaine kinase de Mpsl et on montré
que Mpsl adopte une architecture typique en bi-lobe (C- et N-terminal). Par ailleur, le lobe N-
terminal est constitué de deux petits lobes (B0 et 1) (Liu & Winey, 2012) (Figure 9).

Mps!1 s’auto-phosphoryle 7z vitro sur plusieurs sites. Les plus prédominants étant les sites

Ser/Thr, méme si les sites Tyr sont aussi observés ce qui explique la diversité de ses substrats

(Liu & Winey, 2012).
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Figure 9 : Structure générale en ruban du domaine catalytique de MPS1 (Chu et al, 2008).

iv/ Les inhibiteurs de Mpsl

Ces dernicres années, Mpsl a émergé comme nouvelle cible pour les traitements anti
cancéreux et plusieurs molécules on été raportées et/ou développées comme inhibitrice de Mps1
kinase (Tableau 1). Plusieurs domaines kinases, graice notamment a I’étude des cristallisations en
complexe avec des inhibiteurs, ont été identifiés récemment ce qui contribue beaucoup a
I’évolution du développement de nouvelle molécules inhibitrice de Mpsl (Chu et al, 2008 ;
Kwiatkowski et al, 2010 ; Colombo et al, 2010 ; Chu et al, 2010).
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v/ Mpsl est dérégulée dans les tumeurs

Comme pour beaucoup de régulateurs du cycle cellulaire, la transcription de Mpsl est
dérégulée dans nombre de tumeurs humaines. Un taux élevé de Mpsl mRNA a été trouvé dans
plusieurs cancers, notamment les cancers de la thyroide, du sein, les cancers gastriques ou encore
les cancers bronchiques et du poumon (Mills et al, 1992 ; Salvatore et al, 2007 ; Yuan et al, 2000 ;
Kilpinen et al, 2010 ; Daniel et al, 2011 ; Landi et al, 2008). A contrario, un niveau tres bas de
mRNA de Mpsl a été trouvé dans des cellules ou tissu avec un index réduit de prolifération
(Hogg et al, 1994). Ceci nous pousse a croire qu’il existe une corrélation entre le niveau
d’expression de Mps1 et 'agressivité des tumeurs.

Les cellules cancéreuses surexpriment les kinases du SAC, observation contradictoire a la
doctrine conventionnelle postulant que dans les tumeurs, le niveau du checkpoint est affaibli ce
qui engendre une mauvaise ségrégation des chromosomes et de Ianeuploidie. Cependant les
mutations dans des protéines clefs du SAC restent rares dans les tumeurs humaines et la
corrélation stipulant le lien de causalité entre 'effondrement du SAC et le développement de
tumeurs a été discrédité. En effet, plusieurs mutations de Mps1 ont été raportées dans des cas de
cancer humain, mais leur influence sur la tumorigénicité n’est pas validée (Liu & Winey, 2012).

La prévalence de la surexpression des protéines du SAC dans les tumeurs humaines met
en avant le role important de ces protéines dans les cancers. En effet, la surexpression de ces
protéines comme Mps1, BubR1 ou encore Mad2 peut déclencher un processus de cancérogenese
ou promouvoir la survie de cellules cancéreuses aneuploides. D’un autre coté, la réduction du
niveau d’expression de ces protéines réduit la viabilité des cellules cancéreuses (Liu & Winey,
2012). La suppression de Mps1 dans les cellules de cancer du sein Hs578T réduit leur capacité a
se développer 7 vivo dans des modéles de xénogreffe.

L’apoptose des cellules cancéreuses est du en partie a une mauvaise ségrégation des
chromosomes en présence d'un SAC désactivé. Et d’une fagon intéressante, les cellules qui
échappent a la mort et survivent montrent un niveau bas d’expression de Mpl et moins
d’aneuploidie suggérant que le niveau d’expression faible de Mpsl n’est pas compatible avec
I'aneuploidie. Parallélement, des études ont observé que I'inhibition des protéines du SAC rend
les cellules cancéreuses plus sensibles a de faibles doses de poisons du Spindle (comme le taxol)

que les cellules non transformées.
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Inhibitor Structure IC,, (NM) References/patent number
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MPI-0479605 & 3.5 Zhang et al, 2011
H
o
Reversine i 2 3/6 Santaguida et al, 2010
e ntagui
H
o) N
Staurosporine O NN O 102 Chu et al, 2010
Y ° "'1CHy
OCH3
NHCHj
Cl N
p!
Cpd4 -l 38 000 Chu et al, 2010

Tableau 1: sommaire des inhibiteurs publiés de MPS1 (Liu & Winey, 2012).
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Cette différence de sensibilité est la clef de voute des nouvelles thérapies anticancéreuses
qui ciblent Mpsl comme étant un élément essentiel du SAC, ceci permettant de faire une
discrimination positive entre les cellules normales et cancéreuses. La derni¢re en date de ces

molécules est la NMS-P715 (Colombo et al, 2010).
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LA CATASTROPHE MITOTIQUE

Les cellules somatiques peuvent acquérir un statut aneuploide par perte ou gain d’'un ou
plusieurs chromosomes (Williams et al, 2008). Ce statut est potentiellement tumorigéne et peut
constituer un matériel de départ pour de nombreuses tumeurs humaines notamment les cancers
colorectaux (Vitale et al, 2011).

Les mécanismes précis par lesquels I'aneuploidie favorise 'oncogenese n’ont pas encore
été completement éclaircis. Cependant, un certain nombre d’évidences expérimentales semble
indiquer que, pendant le processus de transformation maligne, des cellules polyploides
(essentiellement tétraploides) constituent des intermédiaires métastables entre la diploidie et
I'aneuploidie caractéristique des cancers dans la séquence connue comme diploidie-polyploidie-
aneuploidie ou polyploidisation-dépolyploidisation.

La polyploidie impose d’importantes contraintes dans les machineries cellulaires utilisées
pour la duplication, la réparation et la ségrégation des chromosomes, ce qui rend intrinsequement
complexe le maintien d’un génome tétraploide. En particulier, la présence simultanée dans les
cellules polyploides de centrosomes surnuméraires et d’un contenu double ou plus de
chromosomes favorise les malségrégations chromosomiques et la formation de cellules
aneuploides. Ainsi, la présence de ces centrosomes surnuméraires peut aboutir a des divisions
multipolaires qui génerent plus de deux cellules filles ayant une distribution anormale des
chromosomes (Vitale et al, 2011). Dans la majorité de cas, ces cellules ne sont pas viables car la
nullisomie (Pabsence totale dun chromosome) et la polysomie (la présence de copies
surnuméraires d’un chromosome) sont généralement létales.

Il excite un mécanisme de mort cellulaire li¢ aux défauts de mitose baptisé catastrophe
mitotique. Ce terme a été largement utilisé durant les derni¢res années pour décrire une forme de
mort cellulaire qui survient aprés une mitose anormale ou prématurée avec condensation des

chromosomes et formation de larges cellules avec des micronoyaux (Ianzini & Mackey, 1997).

1/ Motrphologie de la catastrophe mitotique

Les mitoses anormales sont souvent associées a des cassures de chromosomes et des
défauts de karyokinese. Cela conduit a la formation de micronoyaux et des multi-noyaux, le
phénotype majeur de la catastrophe mitotique (Figure 10). Ceci dit, des caractéristiques de
nécrose et d’apoptose sont aussi observés chez des cellules succombant par catastrophe

mitotiques (Castedo et al, 2006b ; Vakifahmetoglu et al, 2008) stipulant que la catastrophe
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mitotique constitue un prélude de nécrose ou d’apoptose plutét qu’un mécanisme de mort en soit
(Castedo et al, 2004).

L’inhibition de BAX, réduit I'incidence de mort cellulaire résultante de défaut de mitose et
favorise la polyploidisation, confirmant I’étiquette apoptotique de la catastrophe mitotique. 1l a
été montré également que les marqueurs morphologiques de la catastrophe mitotique peuvent
précéder ou se former en parallele a la sénescence cellulaire, appuyant ainsi la définition de
catastrophe mitotique comme une étape précoce de mort cellulaire plutét qu’un mécanisme de
mort cellulaire au sens strict du terme (lanzini & Mackey, 1997). 1l est donc imprudent de se

baser uniquement sur les caractéristiques morphologiques des cellules mourantes pour identifier

et définir la catastrophe mitotique.

Nature Reviews | Molecular Cell Biology

Figure 10: différents aspects de la catastrophe mitotique incluant des phénotypes
d’apoptose, de nécrose et d’autophagie. Images capturées par microscopie électronique de (a)
multi-noyaux, (b) rétrécissement cytoplasmique et condensation de la chromatine, (c) dilatation
membranaire, condensation circoncise de la chromatine et augmentation du volume cellulaire et

(d) des vacuoles autophagiques (Vitale et al, 2011).

2/ Définition fonctionnelle de la catastrophe mitotique

La catastrophe mitotique est largement utilisée pour décrire la mort qui survient apres des
mitoses aberrantes (Kroemer et al, 2009). 1l s’agit la d’un mécanisme oncosuppresseur, senseur
d’anomalies mitotiques, qui élimine les cellules ayant subi des dégats irréversibles pouvant former
des tumeurs. La catastrophe mitotique agit en précédant la sénescence, 'apoptose ou la nécrose,

mécanismes terminaux de mort sensu stricto. Des événements précoces de la catastrophe mitotique
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peuvent étre mis en évidence grace a des techniques récentes telles que la vidéomicroscopie a
fluorescence.

Il existe au moins trois différents programmes décris de catastrophe mitotique. Le
premier qui se produit durant la mitose méme. La mort mitotique, résultat de l'activation de la
machinerie de mort cellulaire en présence d’un taux élevé de cycline B1 témoigne que les cellules
n‘ont pas fini la mitose (Weaver & Cleveland, 2005). Le second programme se déroule en
interphase du cycle qui suit la mitose aberrante. Dans ce cas, la mort se produit rapidement,
quelques heures apres la sortie de mitose, ou d’une facon retardée comme dans le cas de la mort
induite par radiothérapie dans les tissus humains (Suzuki et al, 2003). Enfin, le troisicme
programme, assez rare, qui engage les cellules issues d’une mitose aberrante en sénescence et un

arrét irréversible du cycle cellulaire (Eom et al, 2005).

3/ L’induction de la catastrophe mitotique

11 existe une multitude de stimuli qui peuvent provoquer la catastrophe mitotique, on peut
les résumer en quelques groupes. Certains inducteurs directs de catastrophe mitotique affectent
l'intégrité génomique méme (par exemple des agents induisant le DNA damage), alors que
d’autres agents interférent avec la machinerie complexe qui assure une ségrégation correcte des
chromosomes (par exemple des poisons des microtubules) et finalement certains agents qui
induirait la catastrophe mitotique via une voie de signalisation non encore caractérisé (lanzini &
Mackey, 1997).

Nous avons vue qu’il existe une corrélation entre la surexpression des kinases du SAC,
notamment Aurora A et B et Mpsl, et la tumorigenese (supra p.27, 29, 32 et 38). Si 'on prend en
compte le role primordial que possedent ces kinases dans le bon déroulement de la mitose, on
peut considérer que les inhibiteurs de Aurora A, Aurora B et Mpsl forment d’excellent
inducteurs de catastrophe mitotique et de véritables voie a promouvoir dans la thérapie anti-
tumorale.

En effet, I'inhibition de Aurora A ou Mps1 induit un arrét en phase G,/M, une formation
d’un fuseau mitotique anormal et une tétraploidisation des cellules. La catastrophe mitotique se
produit durant la mitose aberrante pour certaines cellules et lors de la phase de division des
cellules tétraploides produites. Concernant linhibition de Aurora B, elle engendre une
désactivation du checkpoint mitotique et une hyperploidie des cellules a défaut de cytokinese. A

terme, les cellules meurent également par catastrophe mitotique.
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Plusieurs molécule qui inhibent les Aurora kinases notamment et Mpslsont en phase

d’essaie clinique (Kitzen et al, 2010 ; Liu & Winey, 2012).

4/ L’exécution de la catastrophe mitotique

La caractérisation précise du pathway qui exécute la catastrophe mitotique fait encore le
sujet d’intenses recherches dans les laboratoires dans le monde entier. Cect dit, il existe un bon
nombre de mécanismes élucidés et décrits. 11 s’agit essentiellement des mécanismes de la voie

apoptotique mitochondriale (Vitale et al, 2011).

5/ Catastrophe mitotique et cellules tumorales

Les cellules cancéreuses présentent souvent des phénotypes d’instabilités génomiques qui
constituent leur tendon d’Achille, elles activent les checkpoints mitotiques et induisent la
catastrophe mitotique et la mort cellulaire qui s’en suit. Cela dit, il arrive que des cellules
échappent aux points de controles, ou que ces mémes points de controles soies désactivés et ces
cellules progressent en cellules polyploides et éventuellement aneuploides. Ces cellules sont
généralement résistantes aux traitements anti-tumoraux qui agissent via une voie classique
d’induction d’apoptose (Castedo et al, 2006a ; Castedo et al, 2006b).

C’est l'induction forcée de la catastrophe mitotique qui constitue une alternative
thérapeutique concrete. Lutilisation des inhibiteurs de kinases du SAC augmente la vulnérabilité
de ces cellules par accumulation des aberrations mitotiques. En effet, I'utilisation de certains
agents anti-tumoraux qui sont généralement administré a concentrations élevées induit une
apoptose massives de cellules et sans discrimination alors que ces mémes agents utilisés a faible
dose induisent la catastrophe mitotique des cellules cancéreuses, puisque c’est uniquement elles

qui sont génomiquement instables (Eom et al, 2005).
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SELECTIVE KILLING OF P53-DEFICIENT CANCER CELLS BY SP600125
EMBO Molecular Medicine 6: 500-514 (2012)

Investigation de molécules ciblant les cellules tumorales p53 déficientes

Dans notre travail d’investigation d’agents pharmacologiques qui tuent spécifiquement les

cellules cancéreuses p53-déficientes et la caractérisation de leurs mécanismes d’action, nous avons
entrepris une démarche de criblage de substances chimiques (Screening) ayant une cytotoxicité
préférentielle pour ces cellules.
Nous avons développé une technique de ‘Live Cell Screening’ qui couple l'utilisation de la vidéo
microscopie a haut débit (BDpathway 855, BectonDickinson), une série de lignées et qui
expriment de facon stable les protéines de fusion histone H,B-GFP et H,B-RFP ainsi quun
robot qui fait la liaison incubateur/microscope. Nous avons ctiblé la banque ICCB qui se
compose de 480 composés ayant la capacité d’activer ou d’inhiber les différentes voies de
signalisation dans la cellule.

Concretement, On a «co-cultivées » deux lignées de carcinome de colon humain
HCT116, WT (p537") et la lignée isogénique p53” se distinguant par leur fluorescence nucléaire
(RFP+ ou GFP+) en plaque de 96 puits et on a pu suivre de fagon séquentielle la fréquence de
cellules REFP+ et GFP+ viables en présence ou en absence des agents pharmacologiques
cytotoxiques.

Nous avons pu observer a haut débit, les fluctuations morphologiques de la cellule et
nous focaliser sur des marqueurs de I'apoptose comme la perméabilisation membranaire et la
condensation du noyau cellulaire.

De plus, nous avons optimisé cette technique pour suivre les cellules vivantes (Live Cell
Screening). En effet, au laboratoire, nous avons développé des lignées qui expriment de facon
stable les protéines de fusion histone H,B-GFP et H,B-RFP. Pour les besoin de cette technique,

+/+

nous avons utilisé les deux lignées de carcinome de colon humain HCT116, WT (p53"") et la
lignée isogénique p53"" (déficiente pour p53 aprés recombinaison homologue) se distinguant par
leur fluorescence nucléaire (RFP+ ou GFP+). On les a « co-cultivées » en plaque de 96 puits et
on a pu suivre de facon séquentielle la fréquence de cellules RFP+ et GFP+ viables en présence
ou en absence d’agents pharmacologiques cytotoxiques.

Nous avons réussi a identifier trois composés qui ont une toxicité sélective pour les

cellules p53”". Nous avons investiguer dans un premier temps la molécule ayant Ieffet le plus

important a savoir SP600125.
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Confirmation de la sélectivité de SP600125 pour les cellules p53 .

Le traitement par SP600125 induit la mort des cellules dés 48h de manicre dose-
dépendante, mais effet cytotoxique est plus marqué chez les cellules p53”". En effet, a partir de
30uM les cellules p537 sont significativement plus sensibles que les cellules WT. Cette détection
de la mort cellulaire a été effectuée par cytométrie en flux (FACS), apres marquage des cellules a
I'iodure de propidium (agent intercalant qui s’incorpore uniquement a ’ADN des cellules ayant
perdu I'intégrité de la membrane plasmique) et le DiOC,(3) (sonde utilisée pour mesurer la chute
du potentiel transmembranaire mitochondprial).

Cette induction de la mort apoptotique par SP600125 sur les cellules p53” est confirmée
aussi par différentes techniques :

Le systeme d’impédance xCELLigence, technique basée sur une mesure d'impédance de cellules
non marquées permet de suivre en temps réel et en continu sur plusieurs jours le comportement
de cellules adhérentes apres traitement.

D’autre part, les tests de clonogénicité montrent une diminution préférentielle de la
formation de colonies cellulaires p53” aprés 15 jours de culture comparativement aux cellules
WT.

De fagon intéressante, nous avons confirmé leffet pro-apoptotique préférentiel de
SP600125 (par FACS) sur les cellules p53” en utilisant d’autres types cellulaires humains ou de
souris de différentes origines tissulaires (e.g. les cellules humaines RKO de carcinome de colon,
SKOV de carcinome ovarien, Saos-2 d’ostéosarcome, H1299 de cancer de poumon non a petites
cellules, et des cellules MEF (fibroblastes embryonnaires de souris)).

Nous avons également prouvé leffet de SP600125 en traitant des cellules HCT116 et
RKO dont on a préalablement inhibé I'expression de p53 par des transfections transitoires de
siRNA anti p53 ou par la transfection de plasmide exprimant une forme dominant négative de
p53. Enfin, nous avons utilisé des cellules qui expriment le mutant p53 dominant négatif
inductible par la doxycycline et nous avons montré que les cellules qui exprimaient une déficience
en p53 étaient plus sensibles au traitement avec SP600125.

Pour confirmer la mort cellulaire sélective des cellules tumorales p53’/ ", nous avons suivi le
devenir des cellules par vidéomicroscopie a fluorescence en temps réel. Nous avons utilisé des
cellules HCT116 exprimant stablement I’histone H2B-GFP. Nous avons ainsi pu observer et
quantifier une augmentation de la mort cellulaire, spécifiquement pour les cellules p53’/ B

Pour évaluer leffet anti-tumoral de SP600125 7# vivo, et vérifier son éventuelle utilité

clinique, nous avons réalisé des expériences chez la souris. Nous avons suivi la croissance de
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*/* dans des soutis traitées ou

xénogreffes de cellules de carcinome de colon HCT116 p537 et p53
non par SP600125 (injections intrapéritonéales 3 fois par semaine) et nous avons pu démontrer

une régression sélective des tumeurs p53”".

Caractérisation de la voie de signalisation impliquée dans le signal de mort.

Nous avons pu montrer que I'apoptose induite par SP600125 est due particllement 2a
l'activation de la voie mitochondriale. En effet, le traitement des cellules par SP600125
s’accompagne du relargage du cytochrome ¢ des mitochondries vers le cytosol et I'activation de la
caspases-3. Par ailleurs, I'inhibition des caspases par le Z-VAD diminue significativement 'effet
cytotoxique de SP600125 sur les cellules p53”. De plus, linhibition des protéines pro-
apoptotiques comme PUMA et BAX réduit la mort engendrée par SP600125 et a contrario
I'inhibition des protéines anti-apoptotiques (Bcl-2, Bel-X;, MCL-1) 'augmente.

SP600125 engendre la polyploidisation préférentielle des cellules p53 déficientes.

Les premicres analyses par cytométrie en flux ont montré deux différents profils de cycle
cellulaire. Les cellules WT sont bloquées avec un contenu en ADN 4n, alors que les cellules p53
déficientes progressent dans le cycle cellulaire, sans se diviser, et atteignent un stade 16n apres
72h de traitement et puis finissent par mourir par apoptose.

Des analyses plus fines du comportement de quelques acteurs/régulateurs du cycle
cellulaire on été réalisées comme par e.g. le suivi de I'incorporation d’un analogue de la thymidine
(EdU) dans TADN, I'expression des Cyclines E et B, de I’histone H3 phosphorylée ou encore de
phosphoepitopes MPM2 montre que les cellules WT sont bloquées apres un premier round de
multiplication de 'ADN alors que les cellules p53 déficientes continuent de cycler et de
dédoubler leur matériel génétique au-dela du stade tétraploide (4n) voire méme octaploide (8n).

L’analyse vidéomicroscopique nous montre qu’il s’agit dun phénomene de
« mitose abortive » durant lequel les cellules avec une quantité double ’ADN ne parviennent pas
a accomplir une mitose compléte s’achevant par une division nucléaire et cytoplasmique
(karyokinesis and cytokinesis). Ceci se produit une seule fois dans les cellules WT avec un arrét
du cycle en phase G1 tétraploide alors que le phénomene de mitose abortive se répete plusieurs
fois de suite pour les cellules p53 déficientes. Cect s’est confirmé par une analyse de l'interphase
par FISH. En effet, apres traitement par SP600125, la duplication de PADN n’est pas suivie par

le doublement strict du nombre des chromosomes suggérant une mauvaise ségrégation de la
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chromatide. Ces résultats démontrent que la mort préférentielle des cellules p53 déficientes apres
traitement avec la SP600125 est due a défaut d’arrét du cycle cellulaire conduisant a la polyploidie

et Pactivation de la voie mitochondriale de I'apoptose.

L’effet de SP600125 est modulé par I’inhibition de la kinase MPS1

Bien que SP600125 soit décrite et traditionnellement utilisé comme inhibitrice de JNK,
inhibition des JNKI1 et/ou JNK2 par siRNA n’a pas le méme effet sur la mortalité et la
polyploidisation des cellules p53”" .

SP600125 inhibe aussi la kinase MPS1 a doses plus importantes, nous sommes alors
intéressés a cette protéine kinase pour comprendre son implication dans les mécanismes d’action
de SP600125. Nous avons montré que linhibition de MPS1 engendre préférentiellement la
polyploidisation des cellules p53”. Ceci a été confirmé par différents marquages dont
I'incorporation de 'EdU lors de la duplication de PADN ou encore la présence H; phosphorylée
caractéristique de la mitose. D’un autre coté, nous avons surexprimé deux formes de MPS1 de
fagon transitoire dans les cellules, une forme WT et une forme mutée (MPS1-M602Q)) non
inhibable par SP600125 et nous avons démontré que la surexpression de MPS1 et plus
particuliecrement la forme mutée annule I'effet polyploidisant de la drogue. On sait donc que la

polyploidisation passe par la voie MPS1.

Pour conclure cette étude, on peut dire que la mort des cellules p53 déficientes induite par
SP600125 est associée a la mitose abortive indiquant que SP600125 constitue un nouvel
inducteur de la catastrophe mitotique permettant d’éliminer ces cellules cancéreuses redoutées

pour leur chimiorésistance.
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PREFERENTIAL KILLING OF P53-DEFICIENT CANCER CELLS BY REVERSINE

Cell Cycle. 11: 2149-2158 (2012)

Nous avons vue dans le précédant travail que la polyploidie préférentielle des cellules p53
déficientes traitées par SP600125 était la voie de la mort préférentielle de ces cellules p53”",
Nous avons également démontré que l'effet polyploidisant était modulé par la protéine kinase
MPS1. Nous avons donc décidé de travaillé avec une autre molécule qui inhibe cette kinase a

savolir la reversine.

Sélectivité de la Reversine pour les cellules p53”

Le traitement par reversine induit la mort des cellules dés 48h de maniere dose-
dépendante. D’abord a faible dose (0,2-1 uM) le traitement est plus toxique pour les cellules de
carcinome de colon HCT 116 WT par rapport aux mémes cellules mais déficientes pour p53. Au-
dela de la dose 2 pM (notamment a 5 pM) Peffet cytotoxique devient plus marqué chez les
cellules p537”".

Nous avons continué ’étude avec cette dose, 5 uM, qui a présenté une cytotoxicité
préférentielle pour les cellules p53 déficientes.

Le systeme d’impédance xCELLigence confirme la sélectivité de la reversine pour les
cellules HCT 116 p53”". Parallélement, notre test de référence pour I’évaluation de leffet de la
drogue a long terme, c'est-a-dire la capacité des cellules a former des colonies apres traitement et
wash-out pour 15 jours (clonogenic assay), montre également que seules les cellules WT sont
capables de pousser apres traitement. L’inhibition transitoire de p53 par des siRNA sensibilise

aussi les cellules a la reversine.

Caractérisation de la voie de signalisation impliquée dans le signal de mort.

L’apoptose induite par la reversine due partiellement a Dactivation de la voie
mitochondriale. En effet, inhibition des protéines pro-apoptotiques comme PUMA et BAX
réduit la mort engendrée par la reversine et a contrario 'inhibition des protéines anti-apoptotiques
(Bcl-2, Bel-X;, MCL-1) 'augmente. Par ailleurs, I'inhibition des caspases par le Z-VAD diminue

significativement I’effet cytotoxique de la drogue sur les cellules p53”.
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La Reversine perturbe le cycle cellulaire et provoque la polyploidisation préférentielle

des cellules p53 déficientes.

La reversine est décrite comme une drogue qui inhibe MPS1, mais aussi les Aurora kinase
A et B. Nous inhibé d’une fagon individuelle et en combiné ces kinase et montré que la toxicité
préférentielle des cellules p53 déficientes traitées par la reversine n’est pas uniquement causé par
ces kinases. Par ailleurs, ces kinases, notamment MPS1 et Aurora B, ont un role clef dans le
Spindle Assembly Checkpoint. Nous nous somme alors focalisé sur I'état du SAC apres
traitement et constaté qu’il est désactivé. Ceci nous donne des éléments de réponse sur
I'échappement des cellules p53 déficientes aux Checkpoint mitotiques et probablement leurs
progressions dans le cycle.

Nous avons étudié de plus pres le cycle des cellules W'T et p53” et constaté que les cellules

p53 déficientes au bout de 72h de traitement était massivement polyploides (162 et au-dela) alors
que les cellules WT présentaient moins de polyploidie a savoir 47 et 8x.
L’analyse de quelques acteurs/régulateurs du cycle cellulaite démontrait que les cellules p53
déficientes continuaient a cycler et a répliquer leurs matériel génétique (incorporation du
thymidine analogue EdU, et la production de la cycline B) et a présenter des cellules en mitose
(phosphorylation de I’histone 3) plus que les cellules WT.

L’analyse vidéomicroscopique nous montre qu’il s’agit dun phénomene de
« mitose abortive » durant lequel les cellules avec une quantité double ’ADN ne parviennent pas
a accomplir une mitose compléte s’achevant par une division nucléaire et cytoplasmique
(karyokinesis and cytokinesis). Ceci se produit une seule fois dans les cellules WT avec un arrét
du cycle en phase G1 tétraploide ou octaploide alors que le phénomeéne de mitose abortive se

répete plusieurs fois de suite pour les cellules p53 déficientes.

Ces résultats démontrent que la mort préférentielle des cellules p53 déficientes apres
traitement avec la reversine est due a défaut d’arrét du cycle cellulaire conduisant a la polyploidie

et 'activation de la voie mitochondriale de I'apoptose
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Durant cette thése, nous avons essayé d’identifier des agents pharmacologiques capables
de tuer efficacement des cellules cancéreuses p53 déficientes et de caractériser leurs modes
d’action. Ceci a pour but de proposer de nouvelles pistes dans le développement des traitements

utilisés en chimiothérapie et palier le probleme de résistance qui caractérise ce genre de tumeurs.

Nous avons successivement identifié deux molécules et confirmé leur effet cytotoxique
préférentiel sur les cellules cancéreuses p53 déficiente 2 vitro et in vive. D’abord SP600125 qui est
un inhibiteur de serine/thréonine kinases (Colombo et al, 2010) et qui inhibe préférentiellement
la voie JNK mais aussi d’autres kinases dont MPS1. Et puis la reversine, un autre inhibiteur de

kinases, essentiellement Aurora A, Aurora B et MPST1.

Il a été rapporté que SP600125 peut induire la polyploidie des cellules MEFs NIH 3T3
(Schmidt et al, 2005) et chez une panoplie de cellules cancéreuses humaines dont les cellules de
carcinome de poumon A549 (Miyamoto-Yamasaki et al, 2007) et Calu-1, les cellules du cancer du
col de l'utérus Hel.a (MacCorkle & Tan, 2004), les cellules du cancer du sein MCF-7, MDA MB-
231 et 21PT (Mingo-Sion et al, 2004) ainsi que les ostéosarcomes U20S (Kim et al, 2010). De
son coté, la reversine, qui a été initialement décrite comme une molécule capable de
dédifférencier des lignées cellulaires (Chen et al, 2004), engendre aussi Iarrét de croissance,
I’hyperpolarisation et I'apoptose de plusieurs types de cellules cancéreuses, dont des cellules de
leucémie aigue, de cancer de thyroide, de la téte et du cou, du colon, de la prostate ainsi que col
de l'utérus (Santaguida et al, 2010 ; Lee et al, 2012 ; D'Alise et al, 2008 ; McMillin et al)2010 ;
Hsieh et al, 2007 ; Hua et al, 2012). Ceci indique que ces deux agents possédent une activité
anticancéreuse. Mais aucune étude n’a été publiée pour tester Iefficacité de ces agents a induire la

mort préférentielle sur les cellules tumorales P55,

En mourant, nous avons vue que les cellules présentent les marqueurs morphologiques de
I'apoptose, soit, la condensation de la chromatine, la fragmentation et le bourgeonnement
nucléaire (Galluzzi et al, 2012). En plus, les cellules p53 déficientes en réponse au traitement
exhibent une chute du potentiel mitochondrial, un signe biochimique reconnu du pathway
intrinseque apoptotique (Galluzzi et al, 2012). D’un autre coté, la mort induite par les traitements
est augmentée par la déplétion des protéines anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 et inhibé par le
knockdown des protéinés pro-apoptotique de la famille Bcl-2 ou APAF-1 ainsi que par
I'inhibition pharmacologique des inhibiteurs de caspases. On peut dire que la mort induite par

SP60025 ou la reversine est une mort apoptotique.
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Nous avons aussi démontré que les deux molécules induisent la polyploidisation
préférentielle des cellules p53 déficientes par rapport aux cellules p53 efficientes. Cette double
sélectivité cependant (polyploidie et apoptose), ne peut étre résumée par I'inhibition, individuelle
et /ou en combinaison, d’une série des plus importantes kinases que ciblent nos deux molécules,
dont les kinases JNK1, JNK2 et MPS1 pour SP600125 ou encore AURKA, AURKB et MPS1
pour la reversine. Nous avons montré dans ce travail que, a faible dose, soit 0,5 pM qui est une
concentration qui inhibe d’une facon sélective la kinase MPS1, la reversine ne tue pas
préférentiellement les cellules du carcinome de colon HCT 116 p53 déficientes. A contrario, a dose
plus importante, soit 5 pM, une concentration qui en plus de MPS1 inhibe aussi d’autres
protéines kinases dont Aurora A et Aurora B, la reversine polyploidise et tue les cellules TP53"

+/+

plus que les cellules TP53". 1l en va de méme pour SP600125, Nos résultats montrent qu’elle
agit via 'inhibition d’une multitude de serine/thréonine kinases et que la polyploidie préférentielle
qu’elle induit sur les cellules p53 déficientes est médié en partie par l'inhibition de MPS1. En
effet, la surexpression dans les cellules de MPS1 (et plus particuliecrement une forme mutée non
inhibable par SP600125) limite la polyploidisation des cellules p53 déficientes traitées avec la
drogue. On peut dire donc qu’une des cibles clef des deux agents, SP600125 et reversine,
responsable de Ieffet préférentiel sur les cellules TP537 est la kinase MPS1. Des inhibiteurs
spécifiques de MPS1 sont actuellement en développement préclinique et clinique (Colombo et al,
2010 ; Hewitt et al, 2010 ; Kwiatkowski et al, 2010 ; Santaguida et al, 2010 ; Sliedrecht et al, 2010).
Nous sommes également en préparation d’'un manuscrit sur des inhibiteurs spécifiques de MPS1

in vitro et in vivo. Mais toutes ces datas ne suggerent pas que I'inhibition seule de MPS1 par I'un de

ces inhibiteurs tue préférentiellement des cellules p53 déficientes.

11 faut prendre en considération que I'inhibition simultanée de plusieurs kinases peut avoir
un effet pro-apoptotique synergétique (Olaussen et al, 2009), et ceci a pour conséquence que des
inhibiteurs de kinases non spécifiques peuvent avoir une activité anticancéreuse contrairement
aux inhibiteurs plus spécifiques comme il a été démontré dans plusieurs études cliniques (Knight
et al, 2010). Ainsi, la non spécificité relative de nos deux agents peut constituer un avantage

thérapeutique.

Dans la littérature, deux mécanismes différents ont été proposés pour expliquer la
polyploidie induite pas SP600125. L’endoréplication a partir de la phase G, due a 'absence de
CDK1, mais cette explication a été raportée pour des cellules p53 WT, et attribuée a I'inhibition

indirecte de CDK1 due a I'inhibition de Aurora A et PLK1 (Kim et al, 2010). L’autre explication
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est enchainement de cycles successifs de mitoses en absence de karyokinese et cytokinese du a
des défauts dans la régulation des Checkpoints du cycle, dont la kinase MPS1 est un effecteur
clef. On a baptisé ce phénotype par mitose abortive. C’est le mécanisme qu’on a observé et

retenu également pour la reversine.

Il n’y a pas eu d’études publiées qui comparent lefficacité de 'une ou de l'autre des deux
molécules a induire la polyploidie préférentielle entre des cellules p53 déficientes et efficientes
sauf celle de Kuntzen et collaborateurs en 2005 avec SP600125 (Kuntzen et al, 2005). Dans cette
¢étude, apres administration pour une courte duré de SP600125 (16h), les auteurs n’observent pas
de différence dans la distribution du cycle cellulaire ainsi que dans I'apoptose induite et ce en
présence ou absence de p53. Nos résultats par contre montrent que I'absence de p53 joue un role
majeur dans Defficacité et les mécanismes de la polyploidisation induite par SP600125, mais
également par la reversine. En effet, les cellules TP537 traitées montrent un niveau élevé de

polyploidie comparativement aux cellules TP53"*

. Elles dupliquent leurs chromosomes de fagon
abortive en pro-métaphase avec échec de formation de la plaque métaphasique probablement due
a la congrégation des centrosomes surnuméraires en un seul amas ou leurs incapacité a orchestrer
un fuseau mitotique correcte. Puis, les chromosomes des cellules p53 déficientes se décondensent
sans pour autant se séparer comme on I’a démontré par FISH et le marquage en temps réel des
chromosomes. Les cellules p53 déficientes sont capables de re-entrer en mitose abortive jusqu'a 3
fois de suite en présence de SP600125 et jusqu’a 4 fois en présence de reversine. L’intervalle qui
sépare deux mitoses normales (de 10 a 12h) augmente dans les cellules traitées (de 12 a 14h) et

plus encore dans les cellules WT (dans le cas des cellules traitées avec la reversine et qui peuvent

enchainer une deuxi¢me mitose abortive).

La cytotoxicité préférentielle des cellules p53 déficientes engendrée par SP600125 et la
reversine a haute dose est directement liée aux aberrations du cycle cellulaire et a la mitose
abortive qui en résulte. Apres chaque round de mitose abortive, le pathway mitochondrial de
I'apoptose est activé, généralement 10h apres, et les cellules meurent par catastrophe mitotique en
interphase hyperploide. Ces résultats présentent donc ces deux inhibiteurs de kinase comme

nouveaux inducteurs de la catastrophe mitotique (Vitale et al, 2011).
Nous avons aussi démontré que cette catastrophe mitotique sélective aux cellules
tumorales p53 déficientes est en partie induite par I'inhibition de la kinase MPS1, cible commune

de SP600125 et la reversine.
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Afin de valoriser nos travaux et de trouver les mécanismes exactes via les quels ces deux
agents pharmacologiques agissent, nous collaborons avec la firme Bayer Shering Pharma a

développer des inhibiteurs spécifiques de MPS1 (data non shown/papier en prépatration).

En effet, nous avons caractérisé deux molécules qui possedent une grande affinité a la
kinase MPS1 et nous avons démontré via ces agents que I'inhibition de MPS1 abrege le SAC et
ces principaux composants (BubR1 et MAD?2) et induit par conséquent une augmentation des
défauts d’attachement des microtubules au kinetochores et le mauvais alighement des
chromosomes. Les cellules, sans la formation d’un fuseau équatorial correct et malgré la présence
de chromosomes non alignés, entrent en anaphase prématurément. La mitose est accélérée dans
les cellules traitées avec nos inhibiteurs de MPS1 confirmant aussi I'implication de la kinase dans
la régulation du SAC et la ségrégation des chromosomes. Ces résultats concordent avec d’autres
travaux sur des inhibiteurs de MPS1 (Tardif et al, 2011 ; Colombo et al, 2010 ; Hewitt et al, 2010 ;
Kwiatkowski et al, 2010 ; Santaguida et al, 2010 ; Sliedrecht et al, 2010).

Cette dérégulation de Pexécution de la mitose apres inhibition de MPS1 provoque deux
sortes de “destin cellulaire” : (i) soit la cellule se divise asymétriquement et génere deux cellules
aneuploides qui mourrons par catastrophe mitotique en interphase, (i) soit elle n’arrive pas a
accomplir la cytokinese et devient donc tétraploide, s’en suit un arrét du cycle et/ou catastrophe

mitotique.

Il existe néanmoins une fraction de ces cellules tétraploides qui continuera un deuxieme
round de mitose abortive avec défaut de cytokinese et ainsi les mémes conséquences que pour les
cellules “de premicre génération” soit la mort par catastrophe mitotique en anaphase apres

division asymétrique soit la polyploidie.

11 est intéressant de noter que 'impact de I'inhibition de MPS1 dans la polyploidisation est
sujet a controverse. En effet, certains groupes stipulent que l'inhibition de MPS1 ne perturbe
point la bi-orientation des chromosomes et la division bipolaire des cellules (Colombo et al,
2010 ; Santaguida et al, 2010 ; Tardif et al, 2011), tandis que d’autres démontrent que ’absence de
MPS1 induit des défauts de cytokinese et la polyploidie (Fisk et al, 2003 ; Hewitt et al, 2010 ;
Jelluma et al, 2008). Cette divergence peut étre expliquée par la différence des modeles utilisés

ainsi que la stratégie, plus ou moins efficace, pour I'inhibition de MPS1.
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Ceci dit, ces résultats impliquant directement MPS1 dans la polyploidisation des cellules
sont concordants avec ce que nous avons trouvé en inhibant MPS1 avec des siRNA et avec la
reversine et SP600125, ou encore la réduction de la polyploidie induite par SP600125 apres

surexpression de la forme mutée de MPS1 (MPS1Y*"*9),

Partant du constat que l'instabilité génomique et la désactivation du SAC induite par
I'inhibition de MPS1 dans les cellules cancéreuses provoque la catastrophe mitotique et la mort
de ces cellules, nous avons combiné deux molécules avec des doses minimes et sub-létales. Le
taxol (agent qui augmente la fréquence de défaut de ségrégation des chromosomes) et nos
inhibiteurs pharmacologiques de MPS1 (doses n’induisant aucun désordre mitotique et mortalité).
Cette combinaison agit en parfaite synergie et induit une augmentation considérable des défauts
de ségrégations des chromosomes et leur non alignement sur le fuseau mitotique, le spindle
assembly checkpoint est aussi désactivé offrant la possibilité a ces cellules d’entrer en anaphase
prématurément. La plupart de ces cellules ne réussissent pas a accomplir une cytokinese correcte
et polyploidisent (un ou plusieurs autres cycles de mitoses aberrantes), et finissent par mourir par

apoptose en interphase.

Cette extraordinaire synergie constitue une réelle piste pour le développement des
inhibiteurs de MPS1 en clinique. Et concorde avec d’autres travaux qui on démontré I'intérét et
Pefficacité de combiner “augmentation des défauts de ségrégation chromosomique” et “inhibition

du SAC” dans I’élimination sélective des cellules cancéreuses (Janssen et al, 2009).
Nos études permettront sans doute a promouvoir le potentiel clinique que porte

I'inhibition de MPS1 dans la lute contre les formes résistantes de tumeurs, et plus spécialement

celles p53 déficientes.
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INTRODUCTION

1,6,7,8,9*%

The genetic or functional inactivation of p53 is highly prevalent in human
cancers. Using high-content videomicroscopy based on fluorescent TP53*++
and TP53~/~ human colon carcinoma cells, we discovered that SP600125, a
broad-spectrum serine/threonine kinase inhibitor, kills p53-deficient cells more
efficiently than their p53-proficient counterparts, in vitro. Similar observations
were obtained in vivo, in mice carrying p53-deficient and -proficient human
xenografts. Such a preferential cytotoxicity could be attributed to the failure of
p53-deficient cells to undergo cell cycle arrest in response to SP600125. TP53 7/~
(but not TP53*/*) cells treated with SP600125 became polyploid upon mitotic
abortion and progressively succumbed to mitochondrial apoptosis. The expres-
sion of an SP600125-resistant variant of the mitotic kinase MPS1 in TP53~/~ cells
reduced SP600125-induced polyploidization. Thus, by targeting MPS1,
SP600125 triggers a polyploidization program that cannot be sustained by
TP537/ cells, resulting in the activation of mitotic catastrophe, an oncosup-
pressive mechanism for the eradication of mitosis-incompetent cells.

contains an inactivating mutation of TP53 and additional
11 millions have neoplasms in which the p53 pathway is

The genetic or functional inactivation of the tumour suppressor
p53 is (one of) the most frequent molecular characteristic(s) of
human cancer (Cheok et al, 2011). It has been estimated that
nowadays 11 million people are living with a cancer that

(1) INSERM, U848, Villejuif, France

(2) Institut Gustave Roussy, Villejuif, France

(3) Université Paris Sud/Paris XI, Le Kremlin Bicétre, France

(4) Dipartimento Di Biologia, Universita Roma Tre, Rome, Italy

(5) CNRS, UMR8122, Villejuif, France

(6) Metabolomics Platform, Institut Gustave Roussy, Villejuif, France

(7) Centre de Recherche des Cordeliers, Paris, France

(8) Pdle de Biologie, Hopital Européen Georges Pompidou, AP-HP, Paris,
France

(9) Faculté de Médecine, Université Paris Descartes, Sorbonne Paris Cité,
Paris, France

*Corresponding author: Tel: +33 1 42 11 60 46; Fax: +33 1 4211 6047;

E-mail: kroemer@orange.fr

These authors contributed equally to this work.

www.embomolmed.org EMBO Mol Med 4, 1-15

interrupted due to defects in the molecules that act either
upstream or downstream of p53 (Brown et al, 2009).

p53 has recently been shown to control cellular homeostasis
via multiple mechanisms (Vousden & Ryan, 2009). Still, p53 is
best known as the major mediator of the cellular response to
stress, a phenomenon that entails both transcriptional (nuclear)
and non-transcriptional (cytoplasmic) p53 functions (Green &
Kroemer, 2009; Vousden & Prives, 2009). Thus, in response to
adverse conditions, p53 can stimulate the execution of apoptotic
cell death, mainly through the transactivation of several pro-
apoptotic genes (Beckerman & Prives, 2010) or physical
interactions with proteins that regulate mitochondrial outer
membrane permeabilization (Galluzzi et al, 2011a). Alterna-
tively, stress-activated p53 can arrest the cell cycle, either by
transactivating inhibitors of cyclin-dependent kinases or,
perhaps, by direct interactions with essential cell cycle
regulators (Tritarelli et al, 2004). Therefore, pS3-deficient cells
are notoriously resistant against the induction of apoptosis
(Cheok et al, 2011) and fail to undergo cell cycle arrest in

© 2012 EMBO Molecular Medicine
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response to DNA damaging agents, implying that they become
genomically instable (Talos & Moll, 2010). The absence of p53
reportedly favours spontaneous tetraploidization in several
distinct contexts (Davoli & de Lange, 2011; Ganem et al, 2007).
Moreover, in response to mitotic inhibitors such as microtubular
poisons, p53-incompetent cells can override mitotic checkpoints
and hence can become polyploid, a property that is thought to
contribute to chromosomal instability (Aylon et al, 2006; Finkin
et al, 2008; Ha et al, 2007; Vitale et al, 2010) as well as to
resistance to chemo- and radiotherapy (Castedo et al, 2006;
Galluzzi et al, 2011b; Shen et al, 2008).

Thus, p53 plays a prominent role in coupling the effects of
DNA damaging agents (such as ionizing radiations or chemicals
including platinum derivatives and topoisomerase inhibitors) to
the therapeutic induction of senescence or apoptosis. Given the
prevalence and functional impact of p53 defects, many groups
have attempted to identify pharmacological agents that
preferentially kill p53-incompetent cells (Brown et al, 2009).
While some of these compounds directly interact with mutant
p53 proteins and reestablish their functions via conformational
effects (Athar et al, 2011; Selivanova, 2010; Wiman, 2010),
others were designed to inhibit the p53-targeting ubiquitin ligase
HDM2, leading to increased p53 concentrations (Shangary &
Wang, 2009). Moreover, some agents kill p53-deficient cancer
cells based on their increased tendency to undergo polyploidi-
zation. VX-680 (an inhibitor of Aurora kinases) causes the
endoreplication of p53-deficient cells, resulting in their death
(Gizatullin et al, 2006). A combination of irradiation and BI-
2536 (a inhibitor of Polo-like kinase 1, PLK1) kills TP53~/~ cells
more efficiently than their TP53™" counterparts (Sur et al,
2009), and the selective toxicity of GSK461364A (another PLK1
inhibitor) against pS3-deficient cells has been attributed to their
failure to undergo cell cycle arrest at a tetraploid stage
(Degenhardt et al, 2010). Similarly, 7-hydroxystaurosporine
(UCN-01, an inhibitor of the checkpoint kinase CHEK1) has been
shown to abrogate DNA damage-induced cell cycle arrest
selectively in p53-defective cancer cells (Levesque et al, 2005).

In this study, we launched yet another attempt to identify
compounds that kill p53-deficient cells more efficiently than
their p53-positive counterparts. Using a novel videomicroscopic
assay, we identified SP600125 as an agent whose cytotoxicity is
exacerbated in conditions in which p53 is deleted, depleted or
inhibited, in vitro and in vivo. The mechanisms through which
SP600125 mediates these effects involve the selective poly-
ploidization of p53-deficient cells due to the inhibition of the
mitotic kinase MPS1. Preferentially in the context of p53
deficiency, this results in abortive mitosis, followed by the
activation of mitotic catastrophe and cell death via the
mitochondrial pathway of apoptosis.

RESULTS AND DISCUSSION

Identification of SP600125 as a selective inhibitor

of p53-deficient cells

p53-deficient (TP537/~) human colon carcinoma HCT 116 cells
or their p53-proficient wild-type (WT) counterparts stably

© 2012 EMBO Molecular Medicine

expressing red fluorescent protein (RFP)- or green fluorescent
protein (GFP)-tagged histone 2B, respectively, were co-cultured
in 96-well plates for 48h in the absence or presence of 480
distinct compounds from the ICCB library of bioactive agents.
Throughout this period, the ratio of green WT versus red TPS3~/~
HCT 116 cells was quantitatively monitored by videomicro-
scopy. In line with the fact that p53 often mediates the cytotoxic
effects of DNA-damaging agents, 10-hydroxycamptothecin and
cisplatin depleted more efficiently WT than TP53~/~ cells. In
contrast SP600125, a broad-spectrum inhibitor of serine/
threonine kinases including Aurora kinase A (ICs5o=60nM)
and B (190 nM), CDC7/DBF4 (1.59 uM), CDK2/CYCA (880 nM),
CK2 (650nM), FLT3 (90nM), Haspin (510 nM), IKK2 (1 uM),
JAK3 (410nM), KIT (870nM), MELK (110nM), PDK1
(1.06 uM), PIM2 (1.05uM), RET (1.09 uM), SYK (1.8 uM),
TRKA (70 nM), TYK2 (880 nM) and VEGFR3 (300 nM) (Colombo
et al, 2010), but best known for inhibiting c-Jun N-terminal
kinases (JNK) 1-3 (100-200 nM) (Bennett et al, 2001; Heo et al,
2004) and MPS1 (ICsp 1.95 uM) (Chu et al, 2008; Schmidt et al,
2005), was the most efficient agent in increasing the ratio
between WT and TP53~/~ cells (Fig 1A-C). These results are
consistent with previous observations (Mingo-Sion et al, 2004),
and were validated using two alternative methods for measuring
cell proliferation and death, namely the xCELLigence®™ system,
which quantifies the impedance of adherent cells (Fig 1D), and
cytofluorometry (Fig 1E) (Castedo et al, 2002; Galluzzi et al,
2009, 2007). Upon co-staining with the vital dye propidium
iodide (PI) and the mitochondrial transmembrane potential
(Ays,) sensor DiOC4(3), the frequency of dying (DiOCe(3)"°"
PI7) and dead (DiOC(3)"°% PI*) cells was markedly increased
among SP600125-treated TP53~/~ cells but less so among WT
control cells (Fig 1E). Altogether, these results suggest that
SP600125 is endowed with the capacity of selectively killing
p53-deficient tumour cells.

Polyploidization of p53-deficient cells responding

to SP600125

Since SP600125 can perturb mitosis and/or induce endoreplica-
tion (Kim et al, 2010; Schmidt et al, 2005) we investigated its
effect on the cell cycle of WT and TP53~/~ HCT 116 cells. WT
cells treated with SP600125 progressively acquired a 4n DNA
content (which corresponds to the normal amount of DNA
in the G, or M phase of the cell cycle), while TP53~/~ cells
accumulated a higher DNA content (8n or 16n), indicating that
they became tetraploid or higher-order polyploid (Fig 2A and B).
Accordingly, SP600125 blocked the incorporation of the
thymidine analog 5-ethynyl-2’-deoxyuridine (EdU) into DNA
in WT but not in TP53~/~ cells. Moreover, at odds with their WT
counterparts, TP537/~ cells continued to incorporate EdU even
when they possessed a 4n or 8n DNA content (Fig 2C). A
significant fraction of TP53~/~ (but not WT) cells exhibited
histone H3 phosphorylation, an indicator of ongoing mitosis, or
stained positively for the mitotic-specific phosphoepitope MPM2
at the 8n stage (Fig 2D and Fig S1 of Supporting Information),
Moreover, in response to SP600125, WT (but not TP537/7) cells
exhibited a marked decline in cyclin B (the cyclin associated
with the G,/M phase) levels and increased amounts of cyclin E

EMBO Mol Med 4, 1-15 www.embomolmed.org
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Figure 1. Identification of SP600125 as a selective inhibitor of p53-deficient cells.

A-C. Screening of the ICCB Known Bioactives Library on WT (GFP-H2B-expressing) and TP537/~ (RFP-H2B-expressing) human colon carcinoma HCT 116 cells. Cells
were co-cultured at an initial 1:1 ratio in the absence (Co) or presence of 480 distinct signal transduction inhibitors and the capacity of the agents to change
the ratio between GFP and RFP-labelled cells was assessed over 48 h by epifluorescence videomicroscopy. The Z-score analysis for all 480 components is
reported in (A), snapshots taken at 48 h are shown in (B) (scale bar = 10 um) and representative changes in the WT/TP53 '/~ cell ratio upon 30 pM SP600125
or 20 wM cisplatin (CDDP) administration are depicted in (C).

D,E. Confirmation of the preferential effect of SP600125 on TP53~/~ cells. HCT 116 cells with the indicated genotype were cultured on plates that allow for the
real-time measurement of impedance of adherent cells (for more details refer to Materials and Methods Section), in the presence or absence of 30 uM
SP600125, and the slope of the growth curve was determined for triplicates + SEM (D). Alternatively, cells left were left untreated or incubated with the
indicated concentration of SP600125 or CDDP for the indicated time, followed by cytofluorometry for the assessment of cell death-related parameters.
Green/red and black columns illustrate the percentage of dying (PI~ DiOCs(3)'°") and dead (PI7) cells, respectively (means - SEM; n = 9). *p < 0.05 (Student’s
t-test).
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(the cyclin associated with the G,/S phase) (Fig 2E and F and
Fig S2 of Supporting Information). Moreover, in response to
SP600125, the mitotic index (MI; i.e., the fraction of cells that
manifest morphological signs of mitosis) decreased more
rapidly in WT cells than in their TPS3™/~ counterparts (Fig
3A). SP600125 indistinguishably induced the disappearance of
anaphases and telophases in WT and TP537/~ cells (Fig 3A),
suggesting that, in the continuative presence of SP600125,
TPS3™/~ cells underwent abortive mitoses. Accordingly, in
response to SP600125, metaphases became disorganized in both
WT and TP53~/~ cells, as SP600125 abolished the spindle
assembly checkpoint (SAC), stimulated the degradation of
cyclin B in cells with morphologically evident metaphases, and

© 2012 EMBO Molecular Medicine
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increased the number of centrosomes per cell (Fig 3B and C and
Fig S3 of Supporting Information).

These results suggest that SP600125 augments the DNA
content (preferentially of TP537~/~ cells) in the absence of normal
mitotic chromosome separation, nuclear division (karyokinesis)
and daughter cell formation (cytokinesis). Accordingly, inter-
phase FISH indicates that the SP600125-mediated increase in
DNA content is not accompanied by a proportional increase in
chromosome number but entails a higher hybridization signal,
suggesting chromatid segregation failure (Fig 3D and E). In line
with these observations, HCT 116 cells in which one single
chromosome locus is labelled by GFP (because that locus
contains multiple lacO copies that are stained by transgene-

EMBO Mol Med 4, 1-15 www.embomolmed.org
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Figure 3. p53-modulated effects of SP600125 on
mitotic execution.

A.  Mitotic progression in SP600125-treated WT
or TP537/~ cells. The total frequency of mitoses
(MI) and the proportion of anaphases plus
telophases among mitotic figures (A-T ratio) as
determined by immunofluorescent microscopy
are shown in human colon carcinoma HCT 116
cells exposed to 30 wuM SP600125 for the
indicated time (means & SEM; n=75).
Functional and morphological characterization
of metaphases upon SP600125 treatment.
Representative immunofluorescence micro-
photographs of mitoses in TP537/~ cells trea-
ted with 30 uM SP600125 for the indicated
time are shown in (B) and quantitative data are

B,C.

reported in (C) (means + SEM; n=4). Centro-
somes and kinetochores are visualized with
antibodies that recognize vy tubulin and CENP-
B, respectively. The activation of the SAC is
monitored by the localization at kinetochore of
BUBRL. Please note that in (C) only (pro-)
metaphases were quantified.

D,E. Interphase FISH of SP600125-treated WT or

TP53 ™/~ HCT 116 cells. Representative images
of WT and TP53/~ cells treated with 30 M
SP600125 for 24 h are shown in (D). Panel (E)
reports the nuclear volume (normalized to that
of untreated cells), the copy number of
chromosome 7 (in green) and 8 (in red) per
cells, and the centromere hybridization signal

area for chromosomes 7 and 8 (normalized to
those of untreated cells), as determined by
computerized image analyses (means + SEM,
n=100 cells) (E).

Effect of SP600125 and p53 on HCT 116 cells
that contain one single GFP-labelled chromo-
some (Lacl-GFP). Panel (F) shows representa-
tive images of WT HCT 116 cells treated with
30 wM SP600125 for 48 h, either in control
conditions (siUNR) or upon the siRNA-
mediated p53 knockdown (sip53). Quantitative
data on nuclear volume, number of Lacl-GFP
spots/per cell and Lacl-GFP signal area (nor-
malized to that of untreated cells) are shown in

F-G.
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expressed Lacl-GFP) (Thompson & Compton, 2010) responded
to SP600125 with an increase in DNA content that was not
paralleled by an increase in chromosome number, in particular
upon siRNA-mediated depletion of p53 (Fig 3F and G and Fig S4A
of Supporting Information). In this system, chromosomal GFP
labelling became more intense, further suggesting that SP600125
induces chromatin duplication in the absence of chromosomal
separation.

Involvement of MPS1 in the preferential cytotoxicity

of SP600125 against p53-deficient cells

Next, we investigated whether the effects of SP600125 depend
on the inhibition of MPS1 or are mediated by off-target

www.embomolmed.org EMBO Mol Med 4, 1-15

24h  48h

(G) (means + SEM, n=100 cells). Please note
that the nuclear volume in (E) and (G) is directly
proportional to ploidy. Scale bar=10 wm.

Oh  24h 48h

mechanisms. Transfection-enforced expression of WT MPS1
and more so of an SP600125-refractory MPS1 variant (MPS1-
M602Q) (Schmidt et al, 2005), reduced the capacity of SP600125
to trigger polyploidization in TP537/~ cells (Fig 4A and B and
Fig S4B of Supporting Information). The overexpression of
MPS1 (and more so of MPS1-M602Q) also reduced the
frequency of SP600125-treated TPS3 ™/~ cancer cells manifesting
polyploid S phases and mitoses (Fig 4A, C and D) and staining
positively for cyclin B (Fig 4E). In line with the interpretation
that SP600125 mediates its effects (at least in part) by inhibiting
MPS1, we observed that the siRNA-mediated depletion of MPS1
induced polyploidization more efficiently in TP53~/~ cells
than in their WT counterparts (Fig 4F and G and Fig S4C of
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Supporting Information). Similarly, the highly specific MPS1
inhibitor reversine (Santaguida et al, 2010) induced the
preferential polyploidization of TP537/~ cells (Fig 4H). None-
theless, depletion or inhibition of MPS1 failed to kill p53-
deficient cells more efficiently than their WT counterparts (Fig 41
and J and Fig S5 of Supporting Information), suggesting that
MPS1 inhibition is required but not sufficient for the selective
killing of TPS37/~ cells by SP600125. Finally, the preferential
killing of pS53-negative over p53-expressing cells was not
reproduced by the selective depletion of Aurora kinase A,
Aurora kinase B, CHEK1, CHEK2, FLT3, JNK1, JNK2 and MEK1
alone or in various combinations including with MPS1 (Figs S6-
S8 of Supporting Information).

Mechanisms of cell death induced by SP600125

To understand the link(s) between the polyploidization of
TP537/~ cells and their enhanced mortality, we performed
detailed videomicroscopic analyses of histone 2B (H2B)-GFP-
expressing WT and TP537/~ cells responding to SP600125
(Fig 5A). While there were no differences in the proliferative
potential of untreated WT and TP53~/~ cells, dramatic
discrepancies became apparent upon exposure to SP600125
(Fig 5B). In the presence of SP600125, indeed, WT cells did not
manifest a mitotic arrest but typically underwent one round of
abortive mitosis featuring a transient phase of chromatin
condensation but not a symmetric metaphase plate, followed by
karyokinesis failure, no cytokinesis and either quiescence (no
further mitosis) or cell death (Fig 5A and B and Video 1 of
Supporting Information). In contrast, more than half of
SP600125-treated TP537/~ cells underwent two consecutive
rounds of abortive mitosis (in the absence of karyokinesis and
cytokinesis), leading to increased nuclear size and DNA content
(Fig 5A-D and Video 2 of Supporting Information). Importantly,
in a significant fraction of these cells, the first or second round of
abortive mitosis was followed by the activation of mitotic
catastrophe and cell death (Vitale et al, 2011), which always
occurred 10h after from mitotic failure (and never during
mitosis) (Fig SA-D and Video 3 of Supporting Information). In
line with these results, non-proliferating TPS3~/~ cells (cultured
either in presence of low serum concentrations or at high
confluence) were partially protected against SP600125, and their
selective susceptibility to the drug was lost (Fig 6A). This finding

Mohamed Jemada et al.

unambiguously proves the causal link between proliferation and
cell death as induced by SP600125. Clonogenic assays
confirmed that SP600125 was more efficient in permanently
reducing the clonogenic potential of TP537/~ cells than that of
their WT counterparts (Fig 6B). This loss of proliferative
capacity was accompanied by the activation of mitochondrial
pathways of apoptosis, as documented by the Ay, dissipation
(see above), the release of cytochrome ¢ from mitochondria and
the subsequent activation of caspase-3 and chromatin con-
densation (Fig 6C). The knockdown of pro-apoptotic proteins
such as PUMA and BAX (but not BAK) reduced, while the
depletion of Bcl-2-like apoptosis inhibitors (i.e. Bcl-2, Bel-X;, and
MCL-1) enhanced, the fraction of TPS3™/~ cells succumbing to
SP600125 (Fig 6D). The broad-spectrum caspase inhibitor Z-
VAD-fmk inhibited cell death as well as the appearance of a sub-
diploid population of apoptotic bodies as induced by SP6000125
(Fig 6E).

Altogether, these results suggest that SP600125 kills TP53~/~
cells secondary to one or two rounds of mitotic abortion and
following the activation of the mitochondrial pathway of
apoptosis. Thus, SP600125 triggers one program of mitotic
catastrophe, preferentially in p53-deficient cells.

p53-deficient cancer cell killing by SP600125 in vitro and

in vivo

SP600125 selectively killed TP537/~ (as opposed to WT as well
as to BAX/~, CHK2™/~ and CDKNIA™/7) HCT 116 cells,
suggesting that its effect is specific (Fig 7A). The depletion of p53
by three distinct siRNAs and the transient transfection of two
dominant-negative p53 mutants (His175 and His273) sensitized
WT HCT 116 cells to SP600125, mimicking the effect of gene
knockout (Fig 7B and C and Fig S2D of Supporting Information).
Similarly, the deletion, depletion or inhibition of p53 sensitized
cell lines other than HCT 116 to SP600125. This applied to
human colorectal cancer RKO cells subjected to the siRNA-
mediated knockdown of p53 (Fig 7D and Fig S2E of Supporting
Information), human osteosarcoma Saos-2 cells expressing p53-
His273 in a doxycycline-inducible fashion (Fig 7E), human
ovarian carcinoma SKOV-3 cells expressing two different
variants of dominant-negative p53 (Fig 7F) and mouse
embryonic fibroblasts (MEFs) lacking Tp53 due to homologous
recombination (Fig 7G). Moreover, SP600125 killed non-

Figure 4. Implication of MPS1 in the p53-dependent effects of SP600125 on the cell cycle.

A-D. Contribution of MPS1 to cell cycle progression. WT and TP53 '~ human colon carcinoma HCT 116 cells were transfected with an empty vector (VSV) or with a
plasmid encoding WT MPS1 or an SP600125-resistant variant of MPS1 (MPS1M692Q), then left untreated (—) or treated with 30 M SP600125 for 24 h (+)
and subjected to cell cycle analysis and assessed for active DNA synthesis (by means of EdU labelling) and histone H3 phosphorylation (by immuno-
fluorescence). Representative cell cycle distributions and scatter plots are shown in (A) (numbers refer to the percentage of cells found in each gate) and
quantitative results (means 4 SEM, n = 3) are reported in (B-D). “p < 0.05 (Student’s t-test).

E. Impact of MPS1 on cyclin B and E levels in TP53~/~ HCT 116 cells. The frequency of cells expressing cyclin E (in green) or cyclin B (in red) upon transfection
with the indicated plasmids and treatment with 30 uM SP600125 for 24 h was determined by immunofluorescence (means + SEM, n=3).

F-). Effects of MPS1 depletion or inhibition on WT or TP53~'~ cells. Seventy-two hours after transfection with a control siRNA (siUNR) or with a siRNA targeting
MPS1 (siMPS1) (F, G and I) or 48 h after the administration of the indicated concentrations of reversine (Rev) (H and J), WT or TP53 /= HCT 116 cells were
stained to measure DNA content (F-H) or cell death-related parameters (I and J). Representative cell cycle distributions are shown in (F) (numbers refers to
the percentage of cells displaying a >4n DNA content), and quantitative data are reported in G-J (means &= SEM, n=6). In (1 and J), white and black columns
illustrate the percentage of dying (PI~ DiOCe(3)'°") and dead (PI") cells, respectively (means + SEM; n=6). *p < 0.05 (Student’s t-test), as compared to
TP537/~ cells transfected with the same siRNA (I) or treated with the same concentration of Rev 0)-
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immortalized Tp53~/~ mouse adult fibroblasts (at early culture
passages) more efficiently than their p53-sufficient counterparts
(Fig 7H). These results suggest that the capacity of SP600125 to
selectively eliminate TP53/~ cells can be generalized. Impor-
tantly, not only the absence of p53 but also the continuative
presence of SP600125 is required for efficient cell death
induction, confirming the notion that, in p53-deficient contexts,
SP600125 promotes mitotic aberrations that activate a delayed
program of mitotic catastrophe-induced cell death (Fig S9 of
Supporting Information). Of note, the intraperitoneal adminis-
tration of SP600125 did not affect the growth of p53-proficient
WT HCT 116 tumours xenografted in athymic mice. However,
the same systemic regimen was able to inhibit the growth of
isogenic TPS3~/~ HCT 116 tumours (Fig 7I), underscoring the
notion that SP600125 can mediate selective therapeutic effects
against p53-deficient tumours in vivo.

CONCLUDING REMARKS

In this paper, we identified SP600125 as an agent that induces
polyploidization and cell death preferentially in p53-deficient
cells. SP600125 is a multi-kinase inhibitor (Colombo et al, 2010)
and its selective toxicity on TP537/~ cells could not be
recapitulated by the selective depletion of several among its
most prominent pharmacological targets including JNK1, JNK2
or MPS1, alone or in combination. This is in contrast with
previous results indicating that SP600125-induced cell death
depends on JNK (Mingo-Sion et al, 2004) and that TP53~/~ cells
are sensitive to JNK2 depletion (Potapova et al, 2000). Rather,
our results suggest that SP600125 mediates its cytotoxic effects
via a multipronged inhibitory action on several serine/threonine
kinases. Nonetheless, it appears that the inhibition of MPS1 is at
least co-responsible for the preferential effects of SP600125 on
the cell cycle of TP537/~ cells. Indeed, transfection with MPS1
(and more so with an SP600125-resistant mutant of MPS1)
limited the polyploidization of TP53~/~ cells responding to
SP600125. Thus, one of (but not the sole) targets of SP600125
underlying its therapeutic profile against p53-deficient cells is
MPS1. Highly specific MPS1 inhibitors are currently in
preclinical and clinical development (Colombo et al, 2010;
Hewitt et al, 2010; Kwiatkowski et al, 2010; Santaguida et al,
2010; Sliedrecht et al, 2010). However, there are no reports
indicating that such compounds would preferentially kill p53-
deficient cells. It should be noted that the simultaneous
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inhibition of several kinases may exert synergistic pro-apoptotic
actions (Olaussen et al, 2009) and that less specific kinase
inhibitors may have broader anticancer effects than highly
targeted agents, as this has been determined in several clinical
studies (Knight et al, 2010). Thus, the relative non-specificity of
SP600125 may turn into a therapeutic advantage.

Previous groups reported that SP600125 can induce poly-
ploidization in NIH 3T3 MEFs (Schmidt et al, 2005) and in
multiple different human cancer cells, including non-small cell
lung carcinoma (A549) (Miyamoto-Yamasaki et al, 2007), small
lung carcinoma (Calu-1), cervical carcinoma (HeLa; MacCorkle
& Tan, 2004), breast cancer (MCF-7, MDA MB-231, and 21PT)
(Mingo-Sion et al, 2004), osteosarcoma (U20S) (Kim et al, 2010)
and mantle cell lymphoma cells (Wang et al, 2009). Two
different mechanisms have been proposed for this effect,
namely subsequent rounds of mitosis in the absence of
karyokinesis and cytokinesis or, alternatively, direct endodu-
plication from the G, phase, due to the inhibition of CDK1. This
latter mechanism has been described to occur in p53-sufficient
cells, and has been attributed to the (indirect) inhibition of CDK1
secondary to that of Aurora kinase A and PLK1 (Kim et al, 2010).
To our knowledge, no systematic studies have been performed
so far to compare the efficacy of SP600125-induced polyploi-
dization in p53-sufficient and p53-deficient cells with one
exception (Kuntzen et al, 2005). In this study, upon SP600125
administration for a short time period (16h), the authors
observed no differences in cell cycle distribution and cell death
activation in presence or absence of p53. At odds with this, our
results suggest that p53 has a profound impact on the efficacy
(and perhaps the mechanism) of polyploidization as induced by
SP600125. In response to SP600125, TP53~/~ cells reach higher
level of ploidy than their TPS3*/* counterparts, and they do so
while contracting their chromosomes periodically in abortive
(pro-)metaphases without forming bona fide metaphase plates,
perhaps because centrosomes aggregate in a single cluster or
they are not able to orchestrate a correct mitotic spindle.
Thereafter, the chromosomes of TP53~/~ cells decondense with
no signs of anaphase-associated chromosomal movements and
in the absence of complete chromosome separation, as indicated
by FISH and live chromosome labelling. TP53/~ cells are able
to go through this round of abortive mitosis up to three times in
the presence of SP600125. In any of these rounds (most often in
the first or second one, rarely in the third one), the
mitochondrial pathway of apoptosis gets activated, most
frequently with a latency of approximately 10h after mitosis.

Figure 5. Videomicroscopic cell cycle profiling of SP600125 effects on WT and TP53~/~ cells. WT and TP53~/~ human colon carcinoma HCT 116 cells
engineered to express a GFP-histone 2B fusion protein were treated with 30 .M SP600125 (time =0 min) and then followed by live videomicroscopy for

3320 min.

A. Representative images. Greek letters refer to individual cells that underwent abortive mitosis (red labelling and arrowhead) — with transient chromatin
condensation (inserts) — or apoptosis (black labelling and cross). Please note the increase in cell diameter (depicted by the increase in letter size), in particular

among TP537/~ cells.

B. Cell fate profiles of untreated (control) or SP600125-treated cells with the indicated genotypes, as shown for 50 cells in each condition. Orange and red traits
depict productive cell divisions and aborted mitoses, respectively. Grey darkening indicates an increase in cell ploidy.

C,D. Quantification of cell fates (C) or cell size increments (D) among WT and TP53~/~ HCT 116 cells left untreated (Co) or administered with 30 wuM SP600125 for
48 h (means 4 SEM, n=100 cells per data point). In (C), only cells generated by a normal or abortive mitosis within the first 300 min of the assays were

tracked and quantified. Scale bar =10 pm.
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Figure 6. Mechanisms of SP600125-induced cell death in TP537/~ cells.

A.

Impact of cell proliferation on cell death triggered by SP600125. TP53~/~ colon carcinoma HCT 116 cells were maintained in the presence of in the absence of
10% foetal calf serum (FCS) or cultured at normal (n) or high (h) confluence and treated or not with 30 wM SP600125 for the indicated time, followed by
cytofluorometric assessment of the cell death-related parameters (means & SEM; n=4). *p < 0.05, (Student’s t-test).

. Clonogenic survival of WT and TP53~/~ HCT 116 cells. Representative plates as well as quantitative data (means & SEM, n = 6, upon normalization to untreated

cells of the same genotype) are shown. *p < 0.05 and *p < 0.01 (Student’s t-test). Scale bar=3cm.

. Mitochondrial cytochrome c release upstream of caspase-3 activation. Cells were stained to visualize cytochrome c (CYTC, green fluorescence), activated

caspase-3 (CASP3a, red fluorescence) and nuclei (Hoechst 33342, blue fluorescence), and the percentage of cells exhibiting diffuse (as opposed to punctuate)
CYTC staining or caspase-3 activation was determined, together with the frequency of apoptotic bodies. Representative fluorescence microphotographs of WT
and TP537/~ HCT 116 cells treated with 30 M SP600125 for 72 h and quantitative results at the indicated time (means + SEM, n=4) are shown. Scale
bar=10 pm.

. Involvement of Bcl-2-like proteins in the death of TP53~/~ HCT 116 cells as induced by SP600125. Cells were subjected to siRNA-mediated depletion of the

indicated proteins (siUNR = control siRNA) for 24 h, followed by the administration of 30 .M SP600125 for further 48 h and cytofluorometric assessment of
cell death-related phenomena (means &+ SEM; n =4). "p < 0.05 and **p < 0.01 (Student’s t-test), as compared to siUNR-trasnfected cells exposed to SP600125.
In (A, C and D), white and black columns illustrate the percentage of dying (PI~ DiOCe(3)'°") and dead (PI™) cells, respectively.

. Effects of Z-VAD-fmk on SP600125-induced manifestations of cell death. TP53~/~ HCT 116 cells were left untreated (Co) or treated for 72 h with 30 uM

SP600125 alone or in combination with 25 wM Z-VAD-fmk (Z-VAD), followed by staining with Hoechst 33342 (to assess DNA degradation to a subdiploid level,
subG,) or DiOCg(3)/PI co-staining and cytofluorometry (means - SEM, n=3). “p < 0.05 (Student’s t-test).
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Thus, the killing of TP537/~ cells triggered by SP600125 is
closely coupled to abortive mitosis, indicating that SP600125
constitutes a novel inducer of mitotic catastrophe (Vitale et al,
2011). Future studies must decipher the mechanisms that link
SP600125-induced abortive mitosis to apoptosis, and address
the potential clinical utility of this agent.

MATERIALS AND METHODS

Unless otherwise indicated, media and supplements for cell culture
were purchased from Gibco-Invitrogen (Carlsbad, CA, USA) and
plasticware from Corning BV. Life Sciences (Corning, NY, USA).

Chemicals

SP600125 (anthra [1,9-cd] pyrazole-6 (2H)-one) was purchased from
Sigma—Aldrich (St Louis, MO, USA) and stocked as a 30 mM solution in
DMSO. Reversine (2-(4-orpholinoanilino)-6-cyclohexylaminopurine)
was purchased from Calbiochem (San Diego, CA, USA) and stocked as
a 10mM solution in DMSO. The pan-caspase inhibitor N-benzyloxy-
carbonyl-Val-Ala-Asp.fluoromethylketone (z-VAD-fmk) was obtained
from Bachem Bioscience (Bubendorf, Switzerland) and stocked as a
50 mM solution in DMF. The appropriate amount of DMSO and/or DMF
was always employed for negative control conditions.

Compound screen

A total of 4 x 10* WT HCT 116 cells stably expressing H2B-GFP and
TP53~/~ HCT 116 cells stably expressing H2B-RFP were seeded at a
ratio of 1:1 in Black/Clear 96-well Imaging Plates (BD Biosciences,
San Diego, CA, USA). Twenty-four hours later, cells were treated
with the agents from the ICCB Known Bioactives Library (Enzo Life
Sciences Inc, Farmingdale, NY, USA) at final concentrations ranging
from 1 to 12 wM and kept in a Cytomat 2c automated incubator
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Every 6 h, plates were
instantly transferred to a BD Pathway 855 automated microscope
(BD Biosciences) by means of a robotized Twister Il plate handler
(Caliper Life Sciences, Hopkinton, MA, USA), and four view fields in the
centre of each well were acquired using a 20X objective (Olympus,
Center Valley, PA, USA), for a total assay time of 48 h. Images were
analysed for cell density and fluorescence intensity with the BD

Attovision software (BD Biosciences) and the slope of growth curves of
each subpopulation over 48 h was calculated by using the linear
regression function of Microsoft Excel (Microsoft Co., Redmond,
WA, USA).

RNA interference

Custom-designed siRNAs targeting MPS1 (siMPS1_1 sense 5’-CCCA-
GAGGACUGGUUGAGUATAT-3’; siMPS1_2 sense 5’-GCAACCACUUAUG-
GUACUGATAT-3’; siMPS1_3 sense 5'-GCACGUGACUACUUUCAAACTAT-
3/) (Stucke et al, 2004; Xu et al, 2009), p53 (sip53_1 sense 5'-
GACUCCAGUGGUAAUCUACATAT-3’; sip53_2 sense 5'-GCAUGAACCG-
GAGGCCCAUdTAT-3’; sip53_3 sense 5'-CUACUUCCUGAAAACAACGATAT-
3’) (Gu et al, 2004; Martinez et al, 2002), AURKB (5'-GGAGGAGGAU-
CUACUUGAUTT-3'), CHEK1 (sense 5'-UCGUGAGCGUUUGUUGAACTT-
3'), CHEK2 (sense 5'-UGUGUGAAUGACAACUACUTT-3'), Bcl-2 (Vicencio
et al, 2009), Bcl-X, (de La Motte Rouge et al, 2007), MCL1 (Kepp et al,
2009) and PUMA (Vitale et al, 2007), were purchased from Sigma-
Proligo (The Woodlands, TX, USA).

Alternatively, siRNA duplexes for the downregulation of FLT3 and MPS1
(SIGENOME Smart-pool M-003137 and M-004105, respectively), were
purchased from Dharmacon (Chicago, IL, USA), siRNAs targeting JNK1
(sc-29380) from Santa Cruz (Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz,
CA, USA), siRNAs for the down-regulation of AURKA, [NK2 and MEK1
(SIHK0142, SIHK1224 and SIHK1098, respectively), from Sigma—Aldrich
and siRNAs for the down-regulation of BAK1 and BAX (Hs_BAK1_5 and
Hs_BAX_10 HP Validated siRNAs, respectively) from Qiagen (Hilden,
Germany) (de La Motte Rouge et al, 2007). As a control, a non-targeting
SiRNA with a sequence unrelated to the human genome was used
(UNR, sense 5'-GCCGGUAUGCCGGUUAAGUATAT-3').

Cells pre-seeded in 12-well plates were transfected with plasmids
at 80% confluence by means of the Attractene Transfection
reagent (Qiagen) as recommended by the manufacturer, or with
SiRNAs at 30-40% confluence by means of the HiPerFect®
transfection reagent (Qiagen), as previously described (Hoffmann
et al, 2008). After 48 or 72 h, transfection efficiency was determined
by immunoblotting.

Immunofluorescence and videomicroscopy
Immunofluorescence microscopy determinations were performed as
previously described (Vitale et al, 2007, 2008). For videomicroscopy,

Figure 7. Effects of the deletion depletion or inhibition of p53 on SP600125 cytotoxicity in several cell lines.

A-H. Lethal effects of SP600125 on p53-deficient cancer cells in vitro.

A-C.

D-F.

G,H.
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Human colon carcinoma HCT 116 cells with different knockout genotypes (A), subjected to the transient depletion of p53 (for 24 h) with three distinct
siRNAs (B) or transiently transfected (for 24 h) with dominant-negative p53 mutants (His175 and His273) (C) were left untreated or treated with SP600125
for 72 h as illustrated (30 .M where not specified).

Alternatively human colon carcinoma RKO cells subjected to the siRNA-mediated knockdown of p53 (D), human osteosarcoma Saos-2 cells (E) or human
ovarian carcinoma SKOV-3 cells (F) expressing doxycycline (Dox)-inducible p53 mutants cultured for 1 week in the absence or presence of Dox were kept in
control conditions or treated with 30 wM SP600125 for 72 h.

Similarly, MEFs (G) or early passage mouse adult fibroblasts (AFs) obtained from the ears mice of the indicated genotype (H) were compared for their
susceptibility to SP600125-induced killing. In all cases (A—H), DiOCg(3)/PI co-staining and cytofluorometric analysis were performed to assess cell death-
related variables. White and black columns illustrate the percentage of dying (PI~ DiOCe(3)'°™) and dead (PI™) cells, respectively (means + SEM, n = 3).
siUNR, control siRNA. *p < 0.05 (Student’s t-test), as compared to WT cells (A and G) cells transfected with the empty vector pCDNA (C), cells not exposed to
Dox (E and F), treated with the same concentration of SP600125.

In vivo growth arrest of p53-deficient tumours by SP600125. WT or TP53~/~ HCT 116 cells were injected subcutaneously into athymic mice (30 mice for
SP600125-treated groups, 15 mice for vehicle-treated controls), and 1 week later intraperitoneal injections of SP600125 were performed, as described in
Materials and Methods Section. Tumour size was then routinely monitored by means of a common calliper. Results are reported as means & SEM. *p < 0.05
(two-tailed Student’s t-test), as compared to vehicle-treated mice.

EMBO Mol Med 4, 1-15 www.embomolmed.org
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PROBLEM:

p53 is the tumour suppression protein whose function is most
frequently lost in human cancer. Thus, more than 20 million
people worldwide live with cancers in which p53 is mutated or
the p53 pathway is interrupted due to the inactivation of
molecules that act either upstream or downstream of p53. The
loss of p53 reduces the efficacy of several conventional
anticancer agents, meaning that p53-deficient tumours are
intrinsically chemoresistant. This work has been designed to
identify small molecules that preferentially kill cancer cells
lacking p53 expression or expressing a mutated p53 variant.

RESULTS:

A screen in which p53-sufficient and p53-deficient tumour cells
were systematically compared for their response to known or
experimental anticancer agents led to the identification of one
molecule, SP600125, that killed p53-deficient cells more
efficiently than their p53-expressing counterparts. This property
of SP600125 was validated on multiple cell lines that differed
relative to the function of the p53 system. In particular, we found
that human p53-deficient cancer cells growing on immunode-

HCT 116 cells stably expressing a H2B-GFP fusion were grown in 96-
well imaging plates (BD Biosciences) under standard culture condi-
tions and subjected to pulsed observations (every 7 min for up to 48 h)
with a BD pathway 855 automated live cell microscope (BD
Biosciences). Images were analysed with the open source software
Image |. Cell fate profile are illustrated as previously published (Rello-
Varona et al, 2010).

In vivo xenograft models

Athymic nu/nu female mice (age ~42 days, body weight ~20g,
provided by the Institut Gustave Roussy, Villejuif, France in-house
animal facility) were used throughout this study in strict compliance
with widely accepted ethical guidelines for animal experimentation.
Mice were kept in Makrolons type Il wire mesh laboratory cages
(Charles River, Boston, MA, USA), under poor germ conditions at
24°C and 50-60% humidity, and were allowed for food and water
ad libitum. Light cycle was artificially controlled to provide 14 h of
light (from 06:30a.m. to 08:30p.m.). After 4 days of acclimation
period, mice were subcutaneously xenografted with 2 x 10® WT or
TP537/~ HCT 116 cells (Vitale et al, 2007). After 1 week, mice were
injected i.p. with 5mg/kg SP600125 (or an equivalent volume of
vehicle) every 2-3 days. Due to its limited solubility in water,
SP600125 was injected in 2% DMSO, 2% polyethylene glycol 600
(PEG600) and 2% Tween 80 in PBS. Statistical analyses were carried
out by means of the SigmaStat package (Systat Software, San Jose, CA,
USA). Statistical significance was determined by means of two-tailed
unpaired Student’s t-test (*p<0.05) in the context of a pairwise
comparison procedure.

www.embomolmed.org EMBO Mol Med 4, 1-15

ficient mice responded to chemotherapy with SP600125 in
conditions in which similar cancer cells that express intact p53
failed to do so. We characterized the mechanisms through which
SP600125 can kill p53-deficient (but not p53-sufficient) cancer
cells. We found that p53-sufficient cells underwent a cell cycle
arrest upon exposure to SP600125 and ultimately survived. In
contrast, p53-deficient cells exposed to SP600125 undertook a
series of abortive mitoses (featuring karyokinesis but no
cytokinesis), eventually generating giant cells that finally
underwent apoptotic cell death.

IMPACT:

Altogether, these results delineate a novel strategy to selectively
target cells that lack functional p53. SP600125 exemplifies a
class of drugs that kill p53-deficient cells in a preferential
fashion, based on the incapacity of such cells to undergo a cell
cycle arrest in particular circumstances. Hence, SP600125 (and
its analogues/derivatives) might be used for cancer chemopre-
vention (for eliminating pre-malignant cells that have inacti-
vated p53) or chemotherapy of p53-deficient cancers.

Statistical procedures

Unless otherwise specified, all experiments were carried out in
triplicate parallel instances and independently repeated at least three
times. Data were analysed with Microsoft Excel (Microsoft) and
statistical significance was assessed by means of two-tailed unpaired
Student’s t-test ("p < 0.05; *p < 0.001).

The complete set of experimental and statistical procedures can be
found online as Supporting Information.

Author contributions

MJ, OK, FB, LS, GM, SAM, SRV, DL, AA, MT, FS, FH, GP and MC
designed and performed experiments and analysed data; IV
designed and performed experiments, analysed data and wrote the
paper; LG designed experiments and wrote the paper; GK designed
experiments, wrote the paper and directed biological studies.

Acknowledgements

We are indebted to Bert Vogelstein for WT and TP53~~ HCT
116 cells, Tyler Jacks for MEF cells and Duane A. Compton for
HCT 116 cells with a single GFP-labelled chromosome. We
thank Klas Wiman for the generous gift of cell lines expressing
inducible p53 mutants. We acknowledge the kind gift of cDNAs
encoding MPS1 by Rene Medema and of p53 dominant
negatives mutants by Dr. Thierry Soussi. We thank Caterina
Tanzarella for the help in the design of interphase FISH
experiment and for the critical reading of the manuscript. IV is

© 2012 EMBO Molecular Medicine

13



14

Research Article

Preferential targeting of p53-incompetent cells

supported by the Ligue Nationale contre le Cancer, SRV by the
Fondation de France and LG from Apo-Sys and SAM by the
Higher Education Commission (HEC) of Pakistan. This work
was supported by grants to GK from the Ligue Nationale contre
le Cancer (Equipe labellisée), Agence Nationale pour la
Recherche (ANR), European Commission (Active p53, Apo-
Sys, ChemoRes, ApopTrain), Fondation pour la Recherche
Médicale (FRM), Institut National du Cancer (INCa), Cancéro-
pole Ile-de-France, Fondation Bettencourt-Schueller and the
LabEx Onco-Immunology.

Supporting Information is available at EMBO Molecular
Medicine online.

The authors declare that they have no conflict of interest.

References

Athar M, ElImets CA, Kopelovich L (2011) Pharmacological activation of p53 in
cancer cells. Curr Pharm Des 17: 631-639

Aylon Y, Michael D, Shmueli A, Yabuta N, Nojima H, Oren M (2006) A positive
feedback loop between the p53 and Lats2 tumor suppressors prevents
tetraploidization. Genes Dev 20: 2687-2700

Beckerman R, Prives C (2010) Transcriptional regulation by p53. Cold Spring
Harb Perspect Biol 2: a000935

Bennett BL, Sasaki DT, Murray BW, O’Leary EC, Sakata ST, Xu W, Leisten )C,
Motiwala A, Pierce S, Satoh Y, et al (2001) SP600125, an anthrapyrazolone
inhibitor of Jun N-terminal kinase. Proc Natl Acad Sci USA 98:13681-13686

Brown CJ, Lain S, Verma CS, Fersht AR, Lane DP (2009) Awakening guardian
angels: drugging the p53 pathway. Nat Rev Cancer 9: 862-873

Castedo M, Ferri K, Roumier T, Metivier D, Zamzami N, Kroemer G (2002)
Quantitation of mitochondrial alterations associated with apoptosis.
J Immunol Methods 265: 39-47

Castedo M, Coquelle A, Vivet S, Vitale |, Kauffmann A, Dessen P, Pequignot MO,
Casares N, Valent A, Mouhamad S, et al (2006) Apoptosis regulation in
tetraploid cancer cells. EMBO | 25: 2584-2595

Cheok CF, Verma CS, Baselga ], Lane DP (2011) Translating p53 into the clinic.
Nat Rev Clin Oncol 8: 25-37

Chu ML, Chavas LM, Douglas KT, Eyers PA, Tabernero L (2008) Crystal structure
of the catalytic domain of the mitotic checkpoint kinase Mps1 in complex
with SP600125. | Biol Chem 283: 21495-21500

Colombo R, Caldarelli M, Mennecozzi M, Giorgini ML, Sola F, Cappella P,
Perrera C, Depaolini SR, Rusconi L, Cucchi U, et al (2010) Targeting the
mitotic checkpoint for cancer therapy with NMS-P715, an inhibitor of MPS1
kinase. Cancer Res 70: 10255-10264

Davoli T, de Lange T (2011) The causes and consequences of polyploidy in
normal development and cancer. Annual Rev Cell Dev Biol 27: 585-610

de La Motte Rouge T, Galluzzi L, Olaussen KA, Zermati Y, Tasdemir E, Robert T,
Ripoche H, Lazar V, Dessen P, Harper F, et al (2007) A novel epidermal
growth factor receptor inhibitor promotes apoptosis in non-small cell lung
cancer cells resistant to erlotinib. Cancer Res 67: 6253-6262

Degenhardt Y, Greshock J, Laquerre S, Gilmartin AG, Jing ], Richter M, Zhang X,
Bleam M, Halsey W, Hughes A, et al (2010) Sensitivity of cancer cells to Plk1
inhibitor GSK461364A is associated with loss of p53 function and
chromosome instability. Mol Cancer Ther 9: 2079-2089

Finkin S, Aylon Y, Anzi S, Oren M, Shaulian E (2008) Fbw7 regulates the activity
of endoreduplication mediators and the p53 pathway to prevent drug-
induced polyploidy. Oncogene 27: 4411-4421

Galluzzi L, Zamzami N, de La Motte Rouge T, Lemaire C, Brenner C, Kroemer G
(2007) Methods for the assessment of mitochondrial membrane
permeabilization in apoptosis. Apoptosis 12: 803-813

© 2012 EMBO Molecular Medicine

Galluzzi L, Aaronson SA, Abrams J, Alnemri ES, Andrews DW, Baehrecke EH,
Bazan NG, Blagosklonny MV, Blomgren K, Borner C, et al (2009) Guidelines
for the use and interpretation of assays for monitoring cell death in higher
eukaryotes. Cell Death Differ 16: 1093-1107

Galluzzi L, Morselli E, Kepp O, Vitale I, Pinti M, Kroemer G (2011a)
Mitochondrial liaisons of p53. Antioxid Redox Signal 15: 1691-

1714

Galluzzi L, Senovilla L, Vitale I, Michels ], Martins I, Kepp O, Castedo M,
Kroemer G (2011b) Molecular mechanisms of cisplatin resistance.
Oncogene, DOI: 10.1038/0nc.2011.384

Ganem NJ, Storchova Z, Pellman D (2007) Tetraploidy, aneuploidy and cancer.
Current Opin Genet Dev 17: 157-162

Gizatullin F, YaoY, Kung V, Harding MW, Loda M, Shapiro Gl (2006) The Aurora
kinase inhibitor VX-680 induces endoreduplication and apoptosis
preferentially in cells with compromised p53-dependent postmitotic
checkpoint function. Cancer Res 66: 7668-7677

Green DR, Kroemer G (2009) Cytoplasmic functions of the tumour suppressor
p53. Nature 458: 1127-1130

Gu J, Zhang L, Swisher SG, Liu J, Roth JA, Fang B (2004) Induction of p53-
regulated genes in lung cancer cells: implications of the mechanism for
adenoviral p53-mediated apoptosis. Oncogene 23: 1300-1307

Ha GH, Baek KH, Kim HS, Jeong S), Kim CM, McKeon F, Lee CW (2007)
p53 activation in response to mitotic spindle damage requires signaling
via BubR1-mediated phosphorylation. Cancer Res 67: 7155-7164

Heo YS, Kim SK, Seo Cl, Kim YK, Sung B, Lee HS, Lee ]I, Park SY, Kim |H,
Hwang KY, et al (2004) Structural basis for the selective inhibition of
JNK1 by the scaffolding protein JIP1 and SP600125. EMBO ] 23: 2185-
2195

Hewitt L, Tighe A, Santaguida S, White AM, Jones CD, Musacchio A,

Green S, Taylor SS (2010) Sustained Mps1 activity is required in mitosis
to recruit O-Mad2 to the Mad1-C-Mad2 core complex. ] Cell Biol 190:
25-34

Hoffmann J, Vitale |, Buchmann B, Galluzzi L, Schwede W, Senovilla L, Skuballa
W, Vivet S, Lichtner RB, Vicencio M, et al (2008) Improved cellular
pharmacokinetics and pharmacodynamics underlie the wide anticancer
activity of sagopilone. Cancer Res 68: 5301-5308

Kepp O, Gottschalk K, Churin Y, Rajalingam K, Brinkmann V, Machuy N,
Kroemer G, Rudel T (2009) Bim and Bmf synergize to induce apoptosis in
Neisseria gonorrhoeae infection. PLoS Pathog 5: €1000348

Kim JA, Lee J, Margolis RL, Fotedar R (2010) SP600125 suppresses Cdkl and
induces endoreplication directly from G2 phase, independent of JNK
inhibition. Oncogene 29: 1702-1716

Knight ZA, Lin H, Shokat KM (2010) Targeting the cancer kinome through
polypharmacology. Nat Rev Cancer 10: 130-137

Kuntzen C, Sonuc N, De Toni EN, Opelz C, Mucha SR, Gerbes AL, Eichhorst ST
(2005) Inhibition of c-Jun-N-terminal-kinase sensitizes tumor cells to
CD95-induced apoptosis and induces G2/M cell cycle arrest. Cancer Res 65:
6780-6788

Kwiatkowski N, Jelluma N, Filippakopoulos P, Soundararajan M, Manak MS,
Kwon M, Choi HG, Sim T, Deveraux QL, Rottmann S, et al (2010) Small-
molecule kinase inhibitors provide insight into Mps1 cell cycle function. Nat
Chem Biol 6: 359-368

Levesque AA, Kohn EA, Bresnick E, Eastman A (2005) Distinct roles for p53
transactivation and repression in preventing UCN-01-mediated abrogation
of DNA damage-induced arrest at S and G2 cell cycle checkpoints. Oncogene
24: 3786-3796

MacCorkle RA, Tan TH (2004) Inhibition of JNK2 disrupts anaphase and
produces aneuploidy in mammalian cells. ] Biol Chem 279: 40112-
40121

Martinez LA, Naguibneva I, Lehrmann H, Vervisch A, Tchenio T, Lozano G,
Harel-Bellan A (2002) Synthetic small inhibiting RNAs: efficient tools to
inactivate oncogenic mutations and restore p53 pathways. Proc Natl Acad
Sci USA 99: 14849-14854

Mingo-Sion AM, Marietta PM, Koller E, Wolf DM, Van Den Berg CL (2004)
Inhibition of JNK reduces G2/M transit independent of p53, leading to

EMBO Mol Med 4, 1-15 www.embomolmed.org



Research Article

endoreduplication, decreased proliferation, and apoptosis in breast cancer
cells. Oncogene 23: 596-604

Miyamoto-Yamasaki Y, Yamasaki M, Tachibana H, Yamada K (2007) Induction
of endoreduplication by a JNK inhibitor SP600125 in human lung
carcinoma A 549 cells. Cell Biol Int 31: 1501-1506

Olaussen KA, Commo F, Tailler M, Lacroix L, Vitale I, Raza SQ, Richon C, Dessen
P, Lazar V, Soria JC, et al (2009) Synergistic proapoptotic effects of the two
tyrosine kinase inhibitors pazopanib and lapatinib on multiple carcinoma
cell lines. Oncogene 28: 4249-4260

Potapova O, Gorospe M, Dougherty RH, Dean NM, Gaarde WA, Holbrook NJ
(2000) Inhibition of c-Jun N-terminal kinase 2 expression suppresses
growth and induces apoptosis of human tumor cells in a p53-dependent
manner. Mol Cell Biol 20: 1713-1722

Rello-Varona S, Kepp O, Vitale I, Michaud M, Senovilla L, Jemaa M, Joza N,
Galluzzi L, Castedo M, Kroemer G (2010) An automated fluorescence
videomicroscopy assay for the detection of mitotic catastrophe. Cell Death
Dis 1: e25

Santaguida S, Tighe A, D’Alise AM, Taylor SS, Musacchio A (2010) Dissecting the
role of MPS1 in chromosome biorientation and the spindle checkpoint
through the small molecule inhibitor reversine. ] Cell Biol 190: 73-87

Schmidt M, Budirahardja Y, Klompmaker R, Medema RH (2005) Ablation of the
spindle assembly checkpoint by a compound targeting Mps1. EMBO Rep 6:
866-872

Selivanova G (2010) Therapeutic targeting of p53 by small molecules. Semin
Cancer Biol 20: 46-56

Shangary S, Wang S (2009) Small-molecule inhibitors of the MDM2-p53
protein-protein interaction to reactivate p53 function: a novel approach for
cancer therapy. Annu Rev Pharmacol Toxicol 49: 223-241

Shen H, Moran DM, Maki CG (2008) Transient nutlin-3a treatment promotes
endoreduplication and the generation of therapy-resistant tetraploid cells.
Cancer Res 68: 8260-8268

Sliedrecht T, Zhang C, Shokat KM, Kops GJ (2010) Chemical genetic inhibition
of Mps1 in stable human cell lines reveals novel aspects of Mps1 function in
mitosis. PLoS ONE 5: e10251

Stucke VM, Baumann C, Nigg EA (2004) Kinetochore localization and
microtubule interaction of the human spindle checkpoint kinase Mps1.
Chromosoma 113: 1-115

Sur S, Pagliarini R, Bunz F, Rago C, Diaz LA, Jr.,, Kinzler KW, Vogelstein B,
Papadopoulos N (2009) A panel of isogenic human cancer cells suggests a

www.embomolmed.org EMBO Mol Med 4, 1-15

Mohamed Jemada et al.

therapeutic approach for cancers with inactivated p53. Proc Natl Acad Sci
USA 106: 3964-3969

Talos F, Moll UM (2010) Role of the p53 family in stabilizing the genome and
preventing polyploidization. Adv Exp Med Biol 676: 73-91

Thompson SL, Compton DA (2010) Proliferation of aneuploid human cells is
limited by a p53-dependent mechanism. | Cell Biol 188: 369-381

Tritarelli A, Oricchio E, Ciciarello M, Mangiacasale R, Palena A, Lavia P, Soddu S,
Cundari E (2004) p53 localization at centrosomes during mitosis and
postmitotic checkpoint are ATM-dependent and require serine 15
phosphorylation. Mol Biol Cell 15: 3751-3757

Vicencio JM, Ortiz C, Criollo A, Jones AW, Kepp O, Galluzzi L, Joza N, Vitale I,
Morselli E, Tailler M, et al (2009) The inositol 1,4,5-trisphosphate receptor
regulates autophagy through its interaction with Beclin 1. Cell Death Differ
16: 1006-1017

Vitale I, Galluzzi L, Vivet S, Nanty L, Dessen P, Senovilla L, Olaussen KA, Lazar V,
Prudhomme M, Golsteyn RM, et al (2007) Inhibition of Chk1 kills tetraploid
tumor cells through a p53-dependent pathway. PLoS ONE 2: e1337

Vitale I, Senovilla L, Galluzzi L, Criollo A, Vivet S, Castedo M, Kroemer G (2008)
Chk1 inhibition activates p53 through p38 MAPK in tetraploid cancer cells.
Cell Cycle 7: 1956-1961

Vitale I, Senovilla L, Jemaa M, Michaud M, Galluzzi L, Kepp O, Nanty L,
Criollo A, Rello-Varona S, Manic G, et al (2010) Multipolar mitosis of
tetraploid cells: inhibition by p53 and dependency on Mos. EMBO ] 29:
1272-1284

Vitale I, Galluzzi L, Castedo M, Kroemer G (2011) Mitotic catastrophe: a
mechanism for avoiding genomic instability. Nat Rev Mol Cell Biol 12: 385-
392

Vousden KH, Prives C (2009) Blinded by the light: The growing complexity of
p53. Cell 137: 413-431

Vousden KH, Ryan KM (2009) p53 and metabolism. Nat Rev Cancer 9: 691-
700

Wang M, Atayar C, Rosati S, Bosga-Bouwer A, Kluin P, Visser L (2009) JNK is
constitutively active in mantle cell lymphoma: cell cycle deregulation and
polyploidy by JNK inhibitor SP600125. ) Pathol 218: 95-103

Wiman KG (2010) Pharmacological reactivation of mutant p53: from protein
structure to the cancer patient. Oncogene 29: 4245-4252

Xu Q, Zhu S, Wang W, Zhang X, Old W, Ahn N, Liu X (2009) Regulation of
kinetochore recruitment of two essential mitotic spindle checkpoint
proteins by Mps1 phosphorylation. Mol Biol Cell 20: 10-20

© 2012 EMBO Molecular Medicine

15



This manuscript has been published online, prior to printing. Once the issue is complete and page numbers have been assigned, the citation will change accordingly.

Cell Cycle 11:11, 1-10; June 1, 2012; © 2012 Landes Bioscience

REPORT

Preferential killing of p53-deficient cancer cells by
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Reversine is a small synthetic molecule that inhibits multiple mitotic kinases, including MPS1 as well as Aurora kinase
A and B (AURKA and AURKB). Here, we investigated the effects of reversine on p53-deficient vs. p53-proficient cancer
cells. We found that low doses (~0.5 wM) of reversine, which selectively inhibit MPST and hence impair the spindle
assembly checkpoint, kill human TP53” colon carcinoma cells less efficiently than their wild-type counterparts. In sharp
contrast, high doses (~5 M) of reversine induced hyperploidization and apoptosis to a much larger extent in TP53” than
in TP53** cells. Such a selective cytotoxicity could not be reproduced by the knockdown of MPS1, AURKA and AURKB,
neither alone nor in combination, suggesting that it involves multiple (rather than a few) molecular targets of reversine.
Videomicroscopy-based cell fate profiling revealed that, in response to high-dose reversine, TP53* (but not TP53**) cells
undergo several consecutive rounds of abortive mitosis, resulting in the generation of hyperpolyploid cells that are
prone to succumb to apoptosis upon the activation of mitotic catastrophe. In line with this notion, the depletion of
anti-apoptotic proteins of the BCL-2 family sensitized TP53” cells to the toxic effects of high-dose reversine. Moreover,
the knockdown of BAX or APAF-1, as well as the chemical inhibition of caspases, limited the death of TP537 cells in
response to high-dose reversine. Altogether, these results suggest that p53-deficient cells are particularly sensitive to the

simultaneous inhibition of multiple kinases, including MPST1, as it occurs in response to high-dose reversine.

Introduction

Over the past three decades, unprecedented efforts have been
dedicated to the elucidation of the nuclear and cytoplasmic sig-
naling pathways whereby p53 mediates tumor suppressive func-
tions.! The reasons for such a profound interest in p53, which
de facto has not yet begun to decrease, are multiple. First, p53 was
one of the first tumor suppressor proteins ever described,*” and
it has progressively become clear that p53 inhibits oncogenesis
not only due to its central role in the cellular response to stress,®’
but also because it constitutively regulates the cell metabolism in
physiological settings.® Second, the genetic or epigenetic inactiva-
tion of p53 is by far the most common alteration across all forms
of cancer. Recent estimates suggest that at least 10 (and probably
more than 20) million people worldwide are currently living with
a malignancy in which either 7P53 is affected by loss-of-function
mutations or one of the signaling pathways that involve p53 is
inactivated.”'® Third, defects in the p53 system (be they genetic
or epigenetic) have been associated with an elevated resistance of

9,11

cancer cells to radio- and chemotherapy,”"! exacerbated genomic

instability'? as well as increased tumor aggressiveness linked to

worsened prognosis in a large spectrum of neoplasms.’' Finally,
both pharmacological and genetic strategies aimed at reconsti-
tuting the oncosuppressive functions of p53 have been shown
to exert consistent anticancer effects in vivo in a wide array of
preclinical models of neoplasia as well as in cancer patients par-
ticipating in clinical trials (reviewed in ref. 9). Of note, gendi-
cine, a recombinant adenovirus engineered to express wild-type
(WT) human p53, represents the first gene therapy product ever
approved for clinical use in humans.”

Although p53 has recently been ascribed with a number of
cytoplasmic functions, it was first (and perhaps best) character-
ized as a transcription factor that regulates DNA repair, cell cycle
progression and cell death in response to stress."”'® Common
TP53 point mutations affect its DNA binding domain (DBD)
and result in the synthesis of transcription-incompetent p53 pro-
teins.’*” As the DBD is also responsible for the interaction of
p53 with anti-apoptotic members of the BCL-2 proteins (includ-
ing BCL-2 and BCL-X)), some p53 mutations constitute double
hits, inhibiting both the nuclear and (pro-apoptotic) cytoplasmic
functions of the protein. Thus, a large number of p53 mutants can
neither respond to stress by transactivating cell cycle-arresting
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and pro-apoptotic genes, nor can they engage cytoplasmic mech-
anisms of cell death.">"® Moreover, as p53 regulates transcription
as a tetramer,” some p53 mutants operate as dominant-negative
variants, inhibiting gene transactivation by the WT protein.?
This implies that, at least in some cases, heterozygous 7P53
mutations are sufficient for abolishing the transcriptional activity
of p53. Finally, specific p53 mutations have been shown to confer
new oncogenic functions to the protein, thereby behaving as loss-
of-function and gain-of-function mutations at the same time."

During the last decade, multiple approaches have been devel-
oped for reconstituting the functionality of the p53 system in
tumors bearing 7P53 mutations or other p53-inactivating altera-
tions.”* For instance, pharmacological compounds have been
designed that can bind specific p53 mutants to restore a confor-
mation (and functionality) similar to that of the WT protein.?>%
Alternatively, as in many tumors p53 is inactive secondary to the
overexpression of the ubiquitin ligase HDM2 (which normally
controls p53 levels by targeting it to proteasomal degradation),
compounds that specifically target the p53-HDM2 interaction
have been developed.’** These agents, including the so-called
nutlins, function by stabilizing p53 and can induce cancer cell
death in a relatively selective fashion, a property that justifies
their extensive characterization in ongoing clinical trials (hctp://
clinicaltrials.gov).” Finally, therapeutic approaches have been ide-
ated for taking advantage of the fact that p53-deficient cancer
cells exhibit defects in (physiological and stress-induced) cell
cycle regulation.’ In particular, the absence of p53 renders most
cancer cells incapable of undergoing cell cycle arrest (both at
the G, and G,/M checkpoints) in response to DNA damaging
agents, implying that p53-deficient tumor cells are prone to enter
the S and M phases in the presence of damaged DNA."”?¢ On one
hand, this is intrinsically linked to the propensity of p53-incom-
petent cancer cells to become hyperploid and genomically
instable.'#??* On the other hand, a transient exposure to DNA
damaging agents such as anthracyclines appears to kill 7P53"
cells more efficiently than their WT counterparts,?*® most likely
due to the fact that absent cell cycle arrest coupled to DNA dam-
age culminates in the activation of mitotic catastrophe, i.c., an
oncosuppressive mechanism that specifically eliminates mitosis-
incompetent cells.”’ The checkpoint kinase 1 (Chkl) inhibitor
7-hydroxystaurosporine (UCN-01) also abrogates DNA damage-
induced cell cycle arrest and triggers mitotic catastrophe prefer-
entially in p53-deficient cancer cells.’? Along similar lines, the
Polo-like kinase 1 (PLK1) inhibitor GSK461364A has recently
been shown to induce mitotic slippage, polyploidy and cell death
selectively in p53-incompetent cancer cells, an effect that was
linked to a weakened tetraploidy checkpoint.®® Taken together,
these observations suggest that p53-deficient tumor cells might
be more sensitive than their WT counterparts to mitotic pertur-
bations, alone or in the context of DNA damage.

Recently, we reported that SP600125, a broad spectrum ser-
ine/threonine kinase inhibitor, can selectively kill 7537 cells by
triggering a hyperploidization program that results in the activa-
tion of mitotic catastrophe.*** By means of a SP600125-resistant
variant of the mitotic kinase MPS1, we were able to demonstrate
that at least part of this preferential cytotoxicity involves MPS1
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inhibition.*® Driven by these observations, we decided to inves-
tigate whether another commercially available MPS1 inhibitor,
reversine,” would also be able to selectively kill 7253 cells over
their 7P53*"* counterparts. We found that the specific inhibition
of MPS1 with siRNAs or low-dose reversine preferentially kills
TP53*" rather than 7P53"cells. On the contrary, high doses of
reversine, which inhibit MPS1 as well as several other kinases,
did induce the selective death of 7537 cells through mitotic
catastrophe.

Results and Discussion

Preferential sensitivity of 7P53" cells to high-dose reversine.
To evaluate the cytotoxic profile of reversine (in doses ranging
from 0.1 to 10 M) in p53-proficient vs. p53-deficient tumor
cells, we took advantage of a couple of isogenic human colon
carcinoma HCT 116 cell lines differing from each other by the
status of the 7P53 locus.*® Thus, when employed at a concentra-
tion of 5 wM, which we refer to as “high-dose,” reversine killed
TP53” human colon carcinoma HCT 116 cells more efficiently
than their WT 7P53** counterparts, resembling the broad spec-
trum serine/threonine kinase inhibitor SP6000125.>* Such a
preferential cytotoxicity of reversine was observed using multiple
techniques for the detection of cell death-associated parameters,
including the cytofluorometric assessment of mitochondrial
transmembrane potential (A} ) and plasma membrane integrity
(Fig. 1A and B; Fig. S1) as well as measurements of the imped-
ance of adherent cells growing on microelectrode-coated plates,
which is an indirect indicator of cellular density, morphology
and viability (Fig. 1C). Consistent with these results, high-dose
reversine reduced the clonogenic potential of 7P53 HCT 116
cells more remarkably than that of WT cells, as determined in
clonogenic assays (Fig. 1D). In stark contrast to these observa-
tions, 0.5 WM reversine, which we refer to as “low-dose,” prefer-
entially killed WT over 7P53 HCT 116 cells (Fig. 1A and B),
thus resembling a widely employed DNA damaging agent, cis-
platin. Of note, the sensitivity of WT HCT 116 to high-dose
reversine was greatly exacerbated, hence becoming similar to that
of TP53" cells (see Fig. S1B), upon transfection with three dis-
tinct small interfering RNAs (siRNAs) targeting p53 (Fig. 1E),
corroborating our observations in a model of transient p53 defi-
ciency. Previous studies indicate that submicromolar concen-
trations of reversine strongly and selectively inhibit the mitotic
kinase MPS1, while higher doses in the low micromolar range are
efficient against a panel of additional kinases, Aurora kinase A
and B (AURKA and AURKB).* Thus, it may be speculated
that the preferential killing of p53-insufficient cells by high-dose
reversine may involve the simultaneous inhibition of multiple
kinases.

The depletion of anti-apoptotic members of the Bcl-2 fam-
ily, including BCL-2, BCL-X, and MCL-1, sensitized 7P53
~ HCT 116 cells to reversine-induced cell death. Conversely,
the knockdown of pro-apoptotic proteins, including the Bcl-2
family members BAX and PUMA as well as that of the post-
mitochondrial caspase activator APAF1, exerted consistent cyto-
protective effects (Fig. 1F). In line with these observations, the
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Figure 1. Preferential killing of p53-deficient cells by high-dose reversine. (A and B) Wild-type (WT) and TP53” human colon carcinoma HCT 116 cells
were left untreated (Co.) or incubated with the indicated concentration of reversine (REV)—5 pM, if not specified, 30 M cisplatin (CDDP) or 30 .M
SP6000125 (SP) for 72 h, then co-stained with DiOC(3) and propidium iodide (PI) for the assessment of apoptosis-associated parameters. (A and B)
illustrate representative dot plots (numbers indicate the percentage of cells found in the corresponding quadrant) and quantitative data, respectively.
(C) HCT 116 cells of the indicated genotype were seeded on microelectrode-coated plates and then cultured in control conditions or in the presence
of 5 wM REV or 30 wM CDDP for a total time of 72 h, while constantly monitoring impedance. Columns report the slope of impedance curves (mean +
SEM; n = 3). *p < 0.05 (Student’s t-test), as compared with WT cells treated with the same compound. (D) WT and TP537- HCT 116 cells were treated with
the indicated concentration of REV for 24 h, followed by drug washout and seeding at low cell density for clonogenic determinations. Representative
plates as well as quantitative data upon normalization to plating efficiency (mean £ SEM; n = 3) are shown. *p < 0.05, n.s. = non-significant (Student'’s
t-test), as compared with WT cells treated with the same dose of REV. Scale bar = 3 cm. (E) WT HCT 116 cells were transfected with a control siRNA
(siUNR) or with three validated siRNAs targeting p53 (sip53_1-3) for 24 h, followed by culture in control conditions or in the presence of 5 wM REV for
further 48 h and cytofluorometry for the assessment of cell-death related variables as in (A). (F) TP53” HCT 116 cells were transfected with a control
siRNA (siUNR) or with validated siRNAs targeting the indicated proteins for 24 h, followed by culture in the presence of 5 wM REV for additional 48 h
and cytofluorometric determinations of cell-death related parameters. Columns illustrate A = the percentage of REV-induced death in cells trans-
fected with the indicated siRNAs—the percentage of REV-induced death in siUNR-transfected cells (mean + SEM; n = 3). In this setting, A values > 0
indicate chemosensitization, while values < 0 represent cytoprotective effects. *p < 0.05 (Student'’s t-test), as compared with siUNR-transfected cells
exposed to REV. Of note, all these siRNA per se induced negligible levels of cell death (not shown). (G) HCT 116 cells of the indicated genotype were left
untreated or treated for 72 h with 5 wuM REV alone or in combination with 25 wM Z-VAD-fmk (Z-VAD), followed by the cytofluorometric assessment of
cell death-associated parameters as in (A). In (B, E and G) white and black columns illustrate the percentage (mean + SEM; n = 3) of dying (PI" DiOC,(3)
low) and dead (PI*) cells, respectively. *p < 0.05 (Student’s t-test), as compared with WT cells treated with the same dose of REV (B), WT cells transfected
with the same siRNA and treated with REV (E) or TP537 cells treated with REV only (G).
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broad-spectrum caspase inhibitor Z-VAD-fmk partially rescued
TP53" HCT 116 cells from reversine-induced cell death (Fig.
1G). Taken together, these findings demonstrate that high-dose
reversine ultimately kills 77537 cells by activating the mito-
chondrial pathway of apoptosis.

High-dose reversine triggers mitotic catastrophe in 7P53"
cells. To get further insights into the mechanisms whereby high-
dose reversine selectively kills p53-deficient over p53-proficient
cells, we focused our attention on cellular processes in which the
main molecular targets of reversine (i.e., MPS1, AURKA and
AURKB) exert a prominent role, notably the regulation of the
spindle assembly checkpoint (SAC) and progression along the
cell cycle.

As assessed by the immunofluorescence-assisted localization
of the SAC component BUBR1 at kinetochores, both WT and
TP53 HCT 116 cancer cells exhibit SAC activation in approxi-
mately 30% of detectable prometaphases and metaphases (Fig.
2A), a normal and transient process preventing anaphase onset
until all chromosomes are propetly attached to the spindle

4 Cell Cycle

analog 5-ethynyl-2'deoxyuridine (EdU),
an indicator of active DNA synthesis (Fig.
3C). Along similar lines, p53-deficient HCT 116 cells respond-
ing to high-dose reversine exhibited higher percentages of cyclin
Bl positivity, marking cells in the G, and M phases of the cell
cycle (Fig. 3D), and of histone H3 phosphorylation, a marker
of ongoing mitosis (Fig. 3E), than their p53-proficient coun-
terparts. Taken together, these findings suggest that WT cells
undergo a cell cycle arrest, most often at a ~4n or ~8n stage, in
response to high-dose reversine, whereas p53-deficient cells fail to
do so and undergo consecutive rounds of endoreplication. In sup-
port of this hypothesis, both light (Fig. 4A) and electron micros-
copy (Fig. 4B) inspections confirmed that 7537, but not WT,
HCT 116 cells respond to high-dose reversine with a prominent
increase in cell size, which is often paralleled by the appearance
of multilobated nuclei and amplified centrosomes.

To better understand the mechanisms by which high-dose
reversine triggers hyperploidization, we took advantage of
WT and 7P537 HCT 116 cells engineered to stably express a
GFP-tagged variant of histone 2B (H2B-GFP),””*® allowing
us to visualize chromatin and to monitor the cell cycle by live
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Figure 3. Selective hyperpolyploidization of p53-
deficient cells in response to reversine. (A and B)
Wild-type (WT) and TP537 human colon carcinoma
HCT 116 cells were exposed to 5 .M reversine (REV)
for the depicted time, and then stained with prop-
idium iodide for the cytofluorometric assessment of
cell cycle progression. (A and B) report representative
cell cycle distributions and quantitative data (mean +
SEM; n = 9), respectively. (C-E) WT and TP53% HCT 116 ~
cells were cultured in the presence of 5 M REV for 0 274
the indicated time and co-labeled with PI (to exclude
dead cells from the analysis) and the thymidine
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concentration at which reversine inhibits MPS1 as well as sev-

eral other kinases, including AURKA and AURKB, does kill

Such preferential effects of high-dose reversine on 7P537 cells
p53-deficient cells more efficiently than their WT counterparts.

involve their inability to properly undergo cell cycle arrest, even
at a hyperploid stage, which presumably derives from intrinsic

Cell Cycle
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Figure 4. Mitotic catastrophe activation in response to high-dose reversine. (A and B) Wild-type (WT) and TP53” human colon carcinoma HCT 116 cells
were left untreated (Co.) or exposed for 72 h to 5 uM reversine (REV), followed by fixation for light and transmission electron microscopy imaging.
Representative images are reported. (A) Scale bar = 20 pm; (B) Scale bar = 10 wm. Note that in the absence of p53 the administration of REV dramati-
cally increases both the cell size and the number of centrioles (indicated by red arrowheads with the insert). (C and D) WT and TP53” human colon
carcinoma HCT 116 cells engineered to express a GFP-histone 2B fusion protein were left untreated or exposed to 5 wM REV and then followed by

live videomicroscopy for more than 72 h. Representative snapshot (scale bar = 10 um) and cell fate profiles, as shown for 50 cells in each condition,
are reported in (C and D), respectively. Representative full-length movies are provided as Movies S1-4. Greek letters in (C) refer to individual cells that
underwent normal cell division (white arrowheads), abortive mitosis (orange arrowheads) or apoptosis (red skulls). Please note the increase in cell size,
also depicted by increased font size, in particular among TP537 cells. In (D) green traits depict normal cell divisions whereas yellow, light orange, dark
orange and red traits depict the first, second, third and fourth aborted mitosis, respectively. Line darkening represents an increase in cell ploidy.

defects in the regulation of cell cycle checkpoints.®'> Indeed, in
the presence of high-dose reversine, 753" HCT 116 cells pro-
ceeded through several rounds of unproductive mitoses, usually
3—4, and finally died upon the activation of mitotic catastrophe
in hyperploid interphase, frequently 8—12 h after the last round of
abortive mitosis. As they succumbed, high-dose reversine-treated
TP53" cells exhibited the morphological hallmarks of apopto-
sis, including chromatin condensation, nuclear fragmentation
and blebbing.* In addition, p53-deficient cells responding to
high-dose reversine manifested an early Ay dissipation, which
is a widely accepted biochemical sign of the intrinsic pathway of
apoptosis.® In line with this observation, the death of 7P53
~HCT 116 cells as induced by high-dose reversine was exacer-
bated by the knockdown of anti-apoptotic Bcl-2-like proteins and
inhibited by the depletion of pro-apoptotic Bcl-2 family members
or APAF-1 as well as by the chemical inhibition of caspases.

Our data suggest that the selective cytotoxicity of high-dose
reversine for p53-deficient cells might result from the simulta-
neous inhibition of several kinases, rather than from the selec-
tive blockage of a single enzymatic activity. In support of this
hypothesis, it has previously been shown that relatively unspe-
cific kinase inhibitors may have broader anticancer effects than
highly-targeted agents*” and/or may avoid the compensatory acti-
vation of pathways that sustain cell survival.*® As an example, the
combination of several tyrosine kinase inhibitors with different
specificities, as well as elevated concentrations of a single com-
pound, reportedly lead to a rapid collapse of the tyrosine kinase
network, resulting in efficient cell killing.*’

What are the mechanisms through which the inactivation
of p53 augments the susceptibility of cancer cells to the cyto-
toxic effects of high-dose reversine? Based on our observations,
it is tempting to hypothesize that the preferential cytotoxicity of
high-dose reversine for p53-deficient cells might be intimately
linked to specific cell cycle aberrations, in turn resulting from
the deregulation of cell cycle checkpoints. Indeed, whereas WT
HCT 116 cells responding to high-dose reversine accumulated
at a ~4n or ~8n stage, their 7P53” counterparts entered several
rounds of abortive mitosis. The interval between two consecutive
rounds of abortive mitosis was slightly augmented (-12-14 h) in
TP53" HCT 116 cells exposed to high-dose reversine as com-
pared with untreated cells of the same type (-10-12 h). Such
an increase was much more pronounced in WT HTC 116 cells,
corroborating the notion that p53-deficient cells are more prone
to slippage than their WT counterparts.

In essence, our results point to high-dose reversine as to an
efficient strategy for the preferential killing of p53-deficient cells.

www.landesbioscience.com

Thus far, high-dose reversine appears to act similarly to SP600125,
an inhibitor of several kinases, including MPS1. The precise iden-
tification of the molecular targets that are shared by high-dose
reversine and SP600125 will provide additional insights into the
molecular mechanisms accounting for the differential sensitivity
of p53-proficient and p53-deficient cells to mitotic perturbations.

Materials and Methods

Cell lines and culture conditions. Unless otherwise indicated,
media and supplements for cell culture were purchased from
Gibco-Life Technologies Corporation and plasticware from
Corning B.V. Life Sciences. Wild-type and 7537 human colon
carcinoma HCT 116 cells, kindly provided by Bert Vogelstein,
Johns Hopkins Kimmel Cancer Center, were routinely main-
tained in McCoy’s SA medium supplemented with 10% fetal calf
serum (FCS), 10 mM HEPES buffer, 100 units/mL penicillin G
sodium and 100 pg/mL streptomycin sulfate. WT and 7P537
HCT 116 cells transfected with a cDNA coding for a histone
2B-green fluorescent protein (H2B-GFP) (from PharMingen)
were grown in McCoy’s 5A medium supplemented as above plus
20 pg/mL blasticidine. Cells were seeded onto the appropriate
supports (6-, 12-, 24- or 96-well plates) 24 h before the begin-
ning of experiments.

Chemicals. Reversine [2-(4-orpholinoanilino)-6-cyclohex-
ylaminopurine] was purchased from Calbiochem and stocked
as a 10 mM solution in DMSO. The pan-caspase inhibitor
Z-VAD-fmk (N-benzyloxycarbonyl-Val-Ala-Asp.fluoromethyl-
ketone) was obtained from Bachem Bioscience and stocked as
a 50 mM solution in DMF. Cis-diammineplatinum(II) dichlo-
ride (cisplatin, CDDP) and anthra (1,9-cd) pyrazole-6 (2H)-one
(SP600125) were purchased from Sigma-Aldrich. An appropriate
volume of DMSO and/or DMF was always employed to provide
negative control conditions.

Real-time measurements of cell impedance. 5x 10° HCT 116
cells were seeded in 96-well E-plate and left to adapt and recover
growth for 24 h. Thereafter, cells were treated with 5 pM
reversine or 30 puM CDDP for an additional 72 h. During this
interval, the adherence of cells was monitored every 15 min as
a function of cellular impedance by means of an xCELLigence
Real-Time Cell Analyzer (Roche). Cell adherence was measured
in six parallel wells for each experimental condition. Results are
reported as slope of the mean cell index value, which constitutes
an indication of electrode impedance +SEM.

Clonogenic survival assays. To evaluate clonogenic survival,

WT and 7P537" HCT 116 cells that had previously been left
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untreated or transfected with a control siRNA or with siRNAs
targeting MPS1, AURKA and AURKB, alone or in combina-
tion, were seeded at different concentrations (from 0.1 to 5 x
10° cells/well) in 6-well plates. Twenty-four hours later, cells
were treated with 5 WM reversine for a further 24 h followed by
drug washout and culture in standard conditions for up to 15 d.
Colonies were then fixed/stained with an aqueous solution con-
taining 0.25% (w/v) crystal violet, 70% (v/v) methanol and 3%
(v/v) formaldehyde (Carlo Erba Reagents) and counted as previ-
ously described in reference 50. Only colonies made of > 30 cells
were included in the quantification. For each treatment, the sur-
vival fraction (SF) was estimated according to the formula: SF =
number of colonies formed/number of cells seeded. Plating effi-
ciency was represented by the SF in untreated conditions.
Cytofluorometric studies. For the simultaneous quantifica-
tion of plasma membrane integrity and mitochondrial trans-
membrane potential (A ), cells were collected and stained
with 1 pg/mL propidium iodide (PI), which only incorporates
into dead cells, and 40 nM 3,3'-dihexyloxacarbocyanine iodide
[DIOC,(3)], a As_-sensitive dye (Molecular Probes-Invitrogen),
for 30 min at 37°C.>">? For the assessment of cell cycle distribu-
tion, cells were collected, washed once with 0.1% (w/v) D-glucose
(Sigma-Aldrich) in PBS and then fixed by gentle vortexing in
ice-cold 80% (v/v) ethanol (Carlo Erba Reagents) for 30 sec.
After overnight incubation at -20°C, samples were centrifuged
to remove ethanol and stained with 50 pg/mL PI in 0.1% (w/v)
D-glucose in PBS supplemented with 1 pg/mL (w/v) RNase A
(Sigma-Aldrich) for 30 min at 37°C. Afterwards, samples were
incubated for at least 2 h at 4°C before cytofluorometric analy-
sis.”® For the simultaneous measurement of DNA content and
histone H3 phosphorylation or cyclin B levels, cells were fixed
with 70% (v:v) ethanol in PBS, permeabilized with 0.25% (v:v)
Tween20 in PBS and co-stained with 10 uM 4',6-diamidino-
2-phenylindole DAPI (Molecular Probes-Invitrogen) and a rabbit
antiserum specific for phosphorylated histone H3 (rabbit poly-
clonal IgG1 #06-570, Millipore-Chemicon International), or a
mouse antiserum specific for Cyclin B (mouse monoclonal IgGl
#610219, BD Biosciences). For the EdU assay, cells were incu-
bated with 10 wM EdU for 30 min at 37°C, fixed, permeabilized
and stained with the Fluorescent dye azide (Click-iT™ reaction
cocktail, from Invitrogen) and PI according to the manufactur-
er’s instructions. Cytofluorometric acquisitions were performed
by means of a FACSCalibur (BD Biosciences) or a FACScan (BD
Biosciences) cytofluorometer equipped with a 70 pm nozzle or
with a Gallios cytofluorometer (Beckman Coulter). Data were
statistically evaluated using the CellQuest™ (Becton Dickinson)
or Kaluza (Beckman Coulter) software. Only the events charac-
terized by normal forward scatter (FSC) and side scatter (SSC)
parameters were gated for inclusion in the statistical analysis.
RNA interference. The knockdown of proteins reported in
Table S1 was performed with validated specific small interfering
RNAs (siRNA) purchased from Sigma-Proligo.”*>> Alternatively,
siRNA duplexes for the downregulation of AURKA (STHK0142)
were purchased from Sigma-Aldrich and siRNAs for the downreg-
ulation of BAK1 and BAX (Hs_BAKI1_5 and Hs_BAX_10 HP
Validated siRNAs, respectively) from Qiagen. Cells pre-seeded in
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12-well plates were transfected with siRNAs at 30-40% conflu-
ence by means of the HiPerFect® transfection reagent (Qiagen),
as previously described in reference 56. After 48 or 72 h, transfec-
tion efficiency was determined by immunoblotting.

Immunofluorescence. Immunofluorescence microscopy deter-
minations were performed as previously described in references
38 and 57. Briefly, cells were fixed in 4% (w/v) paraformaldehyde
in PBS, permeabilized with 0.1% SDS and stained with antibod-
ies specific for BUBRI (mouse monoclonal IgGl1 #612502, BD
Biosciences) and CENPB (rabbit polyclonal IgGl #sc22788,
Santa Cruz Biotechnology Inc.). Slides were then incubated
with the appropriate AlexaFluor conjugates (Molecular Probes-
Invitrogen) in the presence of 10 pM Hoechst 33342 (Molecular
Probes-Invitrogen), which was used for nuclear counterstaining.
Fluorescence images were captured using an IRE2 microscope
equipped with a DC300F camera, both from Leica Microsystems
GmbH. Signals from different probes were acquired in sequen-
tial scan mode and image analysis was performed with the open
source software Image ] (freely available from the National
Institute of Health, hetp://rsb.info.nih.gov/ij/).

Videomicroscopy. HCT 116 cellsstably expressinga H2B-GFP
fusion were grown in 96-well imaging plates (BD Biosciences)
standard culture conditions and subjected to pulsed observations
(every 13 min for up to 72 h) with a BD pathway 855 automated
live cell microscope (BD Biosciences). Images were analyzed with
the open source software Image J. Cell fate profiles are illustrated
as previously published in reference 34.

Light and transmission electron microscopy. Cells were fixed
in 3% glutaraldehyde in Sérensen buffer pH 7.3, post-fixed in
aqueous 2% osmium tetroxide, stained with 2% uranyl acetate
and, after dehydration in ethanol, were embedded in Epon 812.
For light microscopy, 1 um semi-thin sections were mounted on a
glass slide, incubated 20 min in sodium hydroxyde-saturated eth-
anol, stained with 1% thionine blue and washed in ethanol and
xylene. Samples were examined in contrast-phase microscopy,
using a Primo Star microscope (Carl Zeiss). Photomicrographs
were recorded digitally at 40x magnification using a AxioCam
ERc 5s camera (Cartl Zeiss). For electron microscopic analysis,
80 nm ultrathin sections were contrasted with uranyl acetate and
lead citate and examined with a FEI Tecnai 12 microscope at
80 Kv (FEI).

Statistical procedures. Unless otherwise specified, all experi-
ments were performed in triplicate parallel instances and inde-
pendently repeated at least three times. Data were analyzed
with Microsoft Excel (Microsoft), and statistical significance
was assessed by means of two-tailed unpaired Student t-test

(*p < 0.09).
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