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INTRODUCTION






I. La GTPase Rho RNDI1

1.1. Les GTPases Rho

I.1.1.0rganisation phylogénétique

Les protéines Rho sont des protéines G monomériques, de faible masse moléculaire (20 a
30 kDa) appartenant a la superfamille Ras. Tous les membres de la superfamille Ras
possédent un domaine G permettant la fixation du GTP (Guanosine triphosphate) ou du GDP
(Guanosine diphosphate). Les petites GTPases peuvent initier ou arréter la transduction de
signaux sous le controle de différents stimuli, pour réguler de nombreuses fonctions
cellulaires. Sur la base de leur structure et/ou de leur fonction, les petites GTPases,
constituées de plus de 150 membres, sont divisées en 5 sous familles (Wennerberg et al.,
2005) :

- Ras : Régulation de I’expression génique, de la prolifération, de la différentiation, de la
morphologie cellulaire et de ’apoptose.

- Rab (Ras-like proteins in brain) : Régulation du trafic vésiculaire intracellulaire.

- Arf/Sar (ADP-ribosylation factor/Secretion-associated and Ras-related) : Régulation du
trafic vésiculaire intracellulaire, en particulier au niveau de 1’appareil de Golgi.

- Ran (Ras-like nuclear) : Régulation du transport nucléocytoplasmique et organisation des
microtubules lors de la mitose.

- Rho (Ras homologous) : Organisation du cytosquelette d’actine, progression du cycle

cellulaire et migration cellulaire.

Chez les mammiferes, la famille des Rho comprend 20 membres, répartis en 8 sous-
familles en fonction de leur homologie de séquence : RND, RhoA, Rac, Cdc42, RhoU/V,
RhoD/F, RhoH et RhoBTB (Boureux et al., 2007) (Figure 1). Au niveau de leur structure, les
GTPases Rho partagent environ 30% d’identité avec les GTPases Ras et 40 & 95% d’identité
entre elles (Wennerberg and Der, 2004). Les membres de la sous-famille RhoA, Rac, Cdc42
et RhoD/F fonctionnent comme des interrupteurs moléculaires cyclant entre un état actif lié
au GTP et un état inactif lié au GDP, sous le controle de protéines régulatrices. Elles sont
définies par le terme GTPases dites « classiques », en opposition aux GTPases « atypiques »,
regroupant les protéines de la sous-famille RND, RhoU/V, RhoH et RhoBTB qui lient de
facon prédominante le GTP. Par rapport aux « GTPases classiques », ces protéines sont

essentiellement régulées par des mécanismes de modification de 1’expression génique, de



stabilisation protéique, de séquestration cytosolique, de régulation €pigénétique ou encore de

phosphorylation. (Aspenstrom et al., 2007; Chardin, 2006; Heasman and Ridley, 2008).

Moo
<CHP WRCHT, .-~
+ [RhoV) M " RhoH>
/ 0 = W ' Grcs .
5% N Rhol)\ J RhoBTBI
[ 2750 N\ i ! leex
e 5
B ~~ RhoBTB2,
925 & “shonct

(930 | TRAG L phoB TS
2% ) ) T '.]34%

| e \RhoC¥r | |92%

pw RNDT,
2 D3Rhol) .~
" RND2 w\//?/y

..... . " 51%
\____ ) GTPases Rho Atypiques //
E; '-_- :J: GTPases Rho Classiques Cal

w Souris KO disponibles
b % Identité de séquences en acides aminés

Figure 1 : Arbre phylogénétique de la famille des GTPases Rho. Représentation de 1’arbre phylogénétique des GTPases
Rho basé sur I’alignement des séquences en acides aminés des 20 membres de la famille Rho réparties en 8 sous-familles.
Parmi les GTPases, sont distinguées les GTPases « classiques » (violet) et les GTPases « atypiques » (vert). Les GTPases
pour lesquelles une souris knock-out (KO) existe sont annotées d’une étoile. Les pourcentages d’identité de séquence en
acides aminés entre les membres sont indiqués pour chaque sous-famille. (D'aprés Heasman and Ridley, 2008)

[.1.2.Structure des GTPases Rho

Les membres de cette famille sont tous composés d’un domaine spécifique de 12 acides
aminés, «Rho insert domain », présent uniquement dans la structure des GTPases Rho
(Freeman et al., 1996) (Figure 2). Ce domaine intervient dans I’interaction avec les GEF et
dans la liaison et I’activation de certains effecteurs (Schaefer et al., 2014). En N-terminal, les
Rho GTPases possedent le domaine P-loop (Phosphate-binding loop) permettant la liaison au

nucléotide et au Magnésium (Mg?"), ainsi que les régions switch I et switch II impliquées
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dans la liaison aux régulateurs et effecteurs (Wennerberg and Der, 2004). Les différences
majeures entre les Rho se situent principalement dans la région hypervariable en C-terminal.
Les protéines Rho subissent fréquemment des modifications post-traductionnelles dans
leur partie C-terminale par 1’addition de groupements prénylés au niveau de leur séquence
consensus CAAX (C : Cystéine, A : acide aminé aliphatique, X : acide aminé quelconque).
Le groupement lipidique peut étre un groupement farnésyl si X est une méthionine, ou
géranyl-géranyl si X est une leucine (Tableau 1) (Wennerberg et al., 2005). De plus, certaines
Rho sont palmitoylés en amont de la séquence CAAX. Ces modifications lipidiques en C-
terminale des GTPases Rho sont importantes pour leur adressage aux localisations

subcellulaires appropriées pour assurer leurs fonctions (Wennerberg and Der, 2004).

P-loop Switch |
Racl -MQAI--KCVVVGDGAVGKTCLLISYTTNAFPGEYIPTVFDNYSANVMVDGKPVNLGLWD 57
Cdc42 -MQTI--KCVVVGDGAVGKTCLLISYTTNKFPSEYVPTVFDNYAVTVMIGGEPYTLGLFD 57
RhoA -MAATIRKKLVIVGDGACGKTCLLIVFSKDQFPEVYVPTVFENYVADIEVDGKQVELALWD 59
Switch Il
Racl TAGQEDYDRLRPLSYPQTDVFLICFSLVSPASFENVRAKWYPEVRHHCP-NTPIILVGTK 116
Cdc4?2 TAGQEDYDRLRPLSYPQTDVFLVCFSVVSPSSFENVKEKWVPEITHHCP-KTPFLLVGTQ 116
RhoA TAGQEDYDRLRPLSYPDTDVILMCFSIDSPDSLENIPEKWTPEVKHFCP-NVPIILVGNK 118

Rho insert domain

Racl LDLRDDKDTIEKLKEKKLTPITYPQGLAMAKEIGAVKYLECSALTQRGLKTVFDEAIRAV 176

Cdc42 IDLRDDPSTIEKLAKNKQKPITPETAEKLARDLKAVKYVECSALTQRGLKNVFDEAILAA 176

RhoA KDLRNDEHTRRELAKMKQEPVKPEEGRDMANRIGAFGYMECSAKTKDGVREVFEMATRAA 178
Boite CAAX

Racl LCPPPVKKR-———— KRKCLLL 192

Cdc42 LEPPETQP-==—=- KRKCCIF 191

RhoA LOARRGKK--—-—--- KSGCLVL 193

Figure 2 : Alignement des séquences primaires des protéines Racl, Cdc42 et RhoA. Les boites grisées indiquent,
respectivement, le domaine P-loop, les régions switch I et II et la boite CAAX. Le « Rho insert domain », absent chez les
autres membres de la superfamille Ras, est marqué en gras (D'apres Fueller and Kubatzky, 2008).

[.1.3.Régulation des GTPases Rho « classiques »

Les protéines Rho sont des interrupteurs moléculaires cyclant entre un état inactif li¢ au
GDP et un état actif li¢ au GTP (Figure 3). Le passage entre ces deux formes est régulé par
différentes protéines. Le processus d’activation correspond a 1’échange du GDP par le GTP,

stimulé par des « Guanine Exchange Factors » (GEF). Le GEF se lie a la GTPase active et
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catalyse la libération du GDP. La concentration cellulaire en GTP étant supérieure a celle en
GDP, c’est le GTP qui est préférentiellement li¢ sur la GTPase, formant ainsi la forme active.
En effet, la liaison au GTP entraine un changement conformationnel des protéines permettant
ainsi leur association avec des effecteurs induisant des effets biologiques. Le retour des Rho a
I’état inactif ne se déroule pas par un échange de nucléotides mais par I’hydrolyse du GTP lié
par des « GTPases Activating Proteins » (GAP). Les protéines Rho « classiques »
interagissent également avec des « GDP Dissociation Inhibitors » (GDI) menant a leur
séquestration dans le cytoplasme. Ceci entraine I’inhibition de I’activation des GTPases mais

¢galement permet de prévenir leur dégradation (Garcia-Mata et al., 2011).
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Figure 3 : Cycle d’activation/inactivation des GTPases Rho « classiques ». Les Rho alternent entre un état inactif (li¢ au
GDP) et un état actif (li¢ au GTP). Sous conformation active, les GTPases interagissent avec les protéines effectrices pour
induire des fonctions cellulaires spécifiques. Leur activité est augmentée par des GEF stimulant 1’échange du GDP par le
GTP et peut étre inhibée par des GAP permettant I’hydrolyse du GTP. Les mutations activatrices Q63L et G14V de
RhoA/B/C et Q61L et G12V de Rac/Cdc42 inhibent I’activité d’hydrolyse du GTP. Ces mutants sont constitutivement actifs
(CA) car ils ne sont pas sensibles a la régulation par les GAP, et provoquent ainsi une signalisation constante aux protéines
effectrices. Les mutations inhibitrices TI9N et T17N, de RhoA/B/C et de Rac/Cdc42 respectivement, augmentent 1’affinité
pour les GEF endogeénes mais inhibent les interactions avec les effecteurs. Ces mutants fonctionnent comme des dominants
négatifs (DN) pour la GTPase en piégeant les GEF endogénes dans un complexe inactif. Les GTPases Rho sont maintenues
sous conformation inactive par liaison aux GDI (D'aprés Heasman and Ridley, 2008).

I.1.4.Fonctions biologiques des GTPases Rho

[.1.4.1 Fonctions classiques

Dans les années 1990, les GTPases Rho ont d’abord été décrites pour leurs roles sur la
morphologie cellulaire et la régulation du cytosquelette d’actine (Figure 4). L’activation de
RhoA aboutit a la formation de filaments d’actine appelés fibres de stress. Racl favorise la
formation de lamellipodes correspondant a des protrusions membranaires riches en actine.
Cdc42 induit la formation de fines extensions membranaires riches en actine nommées
filopodes (Nobes and Hall, 1995). Les protéines Rho sont également impliquées dans
différents processus cellulaires dépendants du cytosquelette d’actine incluant, la polarité
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cellulaire, la migration et le trafic vésiculaire exo- et endocytaire (Jaffe and Hall, 2005;
Ridley, 2015). De plus, les protéines Rho exercent des fonctions indépendantes du
cytosquelette d’actine comme la régulation de la dynamique des microtubules, du cycle
cellulaire, de la transcription de geénes et de la balance survie cellulaire/apoptose (Jaffe and
Hall, 2005).

Cdc42 - filopodes Racl - lamellipodes

10 pm

Figure 4 : Effets de RhoA, Racl et Cdc42 dans D’organisation du cytosquelette d’actine. Marquage fluorescent de
I’actine filamenteuse dans des cellules tumorales mammaires, MDA MB 231. Les activations de RhoA, Racl et Cdc42
induisent respectivement la formation de fibres de stress, lamellipodes et filopodes (D'apres Olson, 2016).

De part ces différentes fonctions, les GTPases Rho ont un role important dans
I’initiation et la progression tumorale. L’expression et/ou 1’activit¢ des GTPases Rho est
fréquemment perturbée dans les cancers. Différentes GTPases Rho comme RhoA, RhoC,
Racl, Rac2, Rac3 et Cdc42 sont surexprimées dans certains types de tumeurs humaines. A
I’inverse, I’expression de certaines Rho, comme RhoB et RND3, est généralement diminuée
dans les cancers (Haga and Ridley, 2016; Lin and Zheng, 2015). Il était admis jusqu’a présent
que les GTPases Rho étaient trés rarement mutées dans les tumeurs a I’exception de RhoH,
mutée dans certains lymphomes diffus a grandes cellules B. Cependant, des études récentes
utilisant une méthode de séquencage a haut débit de I’exome ont permis d’identifier des
mutations d’autres GTPases Rho, notamment de Racl et RhoA, dans les tumeurs (Porter et
al., 2016).

Plus récemment, plusieurs GTPases Rho ont été identifiées comme geénes de réponse
au stress. Cette fonction, a laquelle ce travail s’intéresse plus particulierement, sera

développée dans le paragraphe suivant (Cf. partie 1.1.4.2).

Les principaux effecteurs des GTPases Rho et leurs fonctions biologiques associées

sont résumés dans le tableau 1.
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Tableau 1 : Récapitulatif des effecteurs majeurs, fonctions cellulaires, implications dans les

cancers, localisations et modifications lipidiques des GTPases Rho

Effecteurs

Modifications

RhoGTPases . Fonctions cellulaires Cancers Localisation -
majeurs lipidiques
- Fibres de stress
i ilitg
S.tabl it - Transformation et
microtubules invasion cellulaire
ROCKI/II - Cytokinése Surexorimée dans MP
RhoA mDial/2 - Adhésion cellulaire P Cytosol GG
. . les tumeurs
Citron - Inhibition , Noyau
. - Mutée dans
croissance .
o certains cancers
neuritique
- Migration cellulaire
o - Favorise la
< .
o réponse aux stress
mDial - Fibres de stress - Inhibition MP
RhoB PRK1 - Adhésion cellulaire |invasion tumorale GG/F/P
L . . Endosomes
PP2A - Trafic vésiculaire - Régulée
négativement dans
les tumeurs
ROCK . .-Trar?sformatlo.n et
. - Fibres de stress invasion cellulaire MP
RhoC mDial L. . S GG
. - Adhésion cellulaire |- Surexprimée dans Cytosol
Citron
les tumeurs
-F ise |
- Lamellipodes 'avorlse @
B réponse aux stress
o - Transformation et MP
- Activation NADPH . . .
Racl invasion cellulaire Cytosol GG
oxydase - Surexprimée et Noyau
- Adhésion cellulaire . Zans les ¥
WAVE/ARP2/3 | - Migration cellulaire
cancers
PAK1-3
mDia2 . - Surexprimée MP
Rac2 . - Lamell
e ac Tiam-1 Sl [eees dans les tumeurs Cytosol GG
o
- Transformation et
invasion cellulaire MP
Rac3 - Lamellipodes - Hyperactive ou Endo- GG
surexprimée dans membranes
les cancers du sein
MP
ELMO - Lamellipodes Endosomes
Bhed Kinectine - Migration cellulaire Mitochondri 66
e
- Filopodes
N-WASP - Trafic vésiculaire - Effet pro ou anti- MP
Cdca2 /ARP2/3 " . . GG,P
. - Polarité cellulaire tumoral Golgi
o mDia2 . . .
< - Migration cellulaire
) IRSp53
o MP
o PARG6/PKC T ; ) Dér
RhoQ/TC10 /PAR3 - Filopodes ) rans' ormation e,rlf GG/F
PAK cellulaire nucéaire
Endosomes
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- Filopodes MP
RhoJ/TCL - Adhésion cellulaire GG/F
. Endosomes
- Fibres de stress
- llgee s Transformation MP
RhoU - Progression du . Endo- P
> . cellulaire
< cycle cellulaire membranes
>
. - Transformation
2 - Filopodes cellulaire MP
o RhoV - Progression du .y Endo- P
. - Surexprimée dans
cycle cellulaire membranes
les tumeurs
- Filopodes
RhoD WHA.MM - Tr’aflc v.e.5|CLfIa|re MP GG
w mDia3C - Déstabilisation Endosomes
a fibres de stress
o .y
< - Surexprimée dans
e - Filopodes le lymphome B
RhoF mDialet2 | | °P - ymp MP GG
- Fibres de stress diffus a grandes
cellules
- Déstabilisation des
p190RhoGAP | fibres de stress
RND1 Plexines Al et | - Adhérence - Effet pro ou anti- MP F
B1 cellulaire tumoral
socius - Extension
neuritique
A RND2 Pragmi'ne - Extt'ar?sion Endosomes r
S Rapostline | neuritique Cytosol
o - Déstabilisation des o
. - Inhibition
s ee st rolifération et
ROCK - Adhérence > .
190RhoGAP | cellulaire transformation MP
RND3/RhoE P . . cellulaire Cytosol F
socius - Extension . s .
. o - Régulée Golgi
Plexine B2 neuritique e
o négativement dans
- Polarité et
. . . les tumeurs
migration cellulaire
T - Régulation négative | - Mutée dans le Endo
_g RhoH de I'activation de lymphome B diffus F
o N membranes
Racl a grandes cellules
- Transport
vésiculaire
RhoBTB1 - Prolifération Vésiculaire aucune
o0 cellulaire et
'd_: apoptose
_8 - Transport
o vésiculaire
RhoBTB2 - Prolifération Vésiculaire aucune
cellulaire et
apoptose

GG : Géranylgéranylation, F : Farnésylation, P : Palmitoylation, MP : Membrane plasmique (D'aprés Dubash et al., 2011;
Etienne-Manneville and Hall, 2002; Heasman and Ridley, 2008; Jaffe and Hall, 2005; Porter et al., 2016; Ridley, 2013, 2015;
Riou et al., 2010; Roberts et al., 2008; Sandrock et al., 2010; Vega and Ridley, 2008).
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[.1.4.2 Role dans la réponse aux génotoxiques et a I’hypoxie

Au sein des genes de réponse au stress, il faut distinguer deux groupes. Le premier
correspond aux genes qui sont activés de fagon précoce apres un dommage (des quelques
minutes). Ces geénes sont spécifiques de la réponse aux dommages. Le second groupe
correspond aux génes induits tardivement aprés un dommage (plusieurs heures, jours). Dans
ce cas, leur induction peut alors étre secondaire a ’activation des mécanismes cellulaires de

réponse aux dommages.

1. Genes de réponse précoce aux génotoxiques et a I’hypoxie

- RhoB

Parmi les geénes de réponse précoce, le role de RhoB a été le mieux caractérisé. En effet,
RhoB est induite et/ou activée par différents agents endommagent I’ADN tels que les
radiations UV (Canguilhem et al., 2005; Fritz and Kaina, 1997, 2001; Fritz et al., 1995;
Glorian et al., 2011; Wang et al., 2014), le cisplatine, I’hydroxyurée, les agents alkylants
MNU (N-méthyl-N-nitrosourée) et MMS (méthanesulfonate de méthyle) (Fritz and Kaina,
1997; Fritz et al., 1995), H202 (Fritz and Kaina, 1997; Srougi and Burridge, 2011), les
radiations ionisantes (IR) (Ader et al., 2003; Ader et al., 2002; Monferran et al., 2008; Srougi
and Burridge, 2011) et la camptothécine (CPT) (Mamouni et al., 2014).

Différents mécanismes d’induction de RhoB en réponse aux dommages ont ét¢ identifiés.
Il a tout d’abord ¢été montré que les radiations UV augmentent 1’activité du promoteur de
RhoB (Fritz and Kaina, 2001). Par ailleurs, les UV augmentent la traduction de RhoB en
inhibant la liaison de la protéine HuR (Human Antigen R) et du microRNA miR-19 sur la
région 3’UTR (untranslated region) de I’ARNm de RhoB (Glorian et al., 2011). Une étude du
laboratoire a montré que la CPT augmente la stabilit¢ de I’ARNm de RhoB dans les cellules
U20S, par liaison avec HuR activée par Chk2 (Mamouni et al., 2014). Dans les cellules
HeLa, RhoB est augmentée suite a une dégradation de 1’ubiquitine ligase E3 Smurf1, induite
par la voie ATR/Chk1, activée par les radiations UV (Wang et al., 2014).

Dans différentes études, il a été décrit que RhoB participait a la résistance aux
génotoxiques. La surexpression de RhoB augmente la résistance des kératinocytes aux UV
(Canguilhem et al., 2005; Meyer et al., 2014). En réponse aux IR, il a été montré que
I’induction de RhoB induit une radiorésistance des cellules HeLa et U87 par inhibition de la

mort cellulaire post mitotique (Ader et al., 2003; Ader et al., 2002; Monferran et al., 2008).
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L’inhibition de RhoB sensibilise les cellules MEF (Mouse embryonic fibroblast) a la CPT en
inhibant la réparation des cassures double-brin (DSB) par recombinaison homologue (HR). 11
a ¢été proposé que RhoB favorise la réparation via la déphosphorylation de YH2AX par la
phosphatase PP2A (Protein phosphatase 2) (Mamouni et al., 2014). Cependant, d’autres
travaux font part du role de RhoB dans la sensibilité aux génotoxiques. Dans les cellules
HeLa, I’induction de RhoB induite par les UV entraine une augmentation de I’apoptose
(Wang et al., 2014). Dans le cancer du sein, I’inhibition de RhoB entraine la radiorésistance
des cellules (Srougi and Burridge, 2011). Ainsi, la fonction de 1’augmentation de RhoB sous
stress génotoxique reste controversée.

RhoB est également activée par des stress non génotoxiques comme [1’hypoxie.
L’inhibition de RhoB dans les cellules U87 induit la dégradation de HIF-la (Hypoxia-
inducible factor-1a) par le protéasome et la diminution de 1’activité transcriptionnelle de HIF-
la, qui est un facteur impliqué dans 1’angiogenese et la prolifération et induit par 1'hypoxie

(Skuli et al., 20006).

- Autres GTPases Rho

En dehors de RhoB, Les GTPases Racl, RhoA et Cdc42 sont également des genes
précoces aux génotoxiques ou a I’hypoxie.

La GTPase Racl est également induite précocement en réponse aux traitements par les UV
(Espinha et al., 2015) et les IR (Espinha et al., 2015; Yan et al., 2012). L'inhibition de Racl
par des inhibiteurs pharmacologiques (NSC23766 ou EHT1864) ou par KO sensibilise les
cellules aux traitements. De plus, I’inhibition de Racl inhibe ’activation des signalisations
ATM (ataxia telangiectasia mutated) et ATR (ataxia telangiectasia and Rad3-related protein)
et la phosphorylation de YH2AX induites par les UV et les IR. Ceci entraine 'accumulation de
DSB et I’hypersensibilité¢ des cellules aux UV et IR (Deshmukh et al., 2017; Espinha et al.,
2015; Yan et al., 2012). En réponse aux inhibiteurs de topoisomérase II (Top2) : I’étoposide et
la doxorubicine, I’inhibition de Racl diminue également la phosphoylation de yH2AX
(Huelsenbeck et al., 2012). Cependant, comme RhoB, le role de Racl dans la sensibilité aux
génotoxiques est controversé. En effet, I'inhibition de Racl par EHT1864 augmente la
résistance de cellules d’hépatomes aux inhibiteurs de Top2, notamment en inhibant la
formation de DSB et en diminuant I’interaction de Top2 avec ses poisons (Wartlick et al.,
2013). Ce mécanisme nécessite la translocation de Racl dans le noyau afin d’induire la

phosphorylation de la Top2 (Wartlick et al., 2013).
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RhoA jouerait préférentiellement un role dans la résistance aux génotoxiques. RhoA est
surexprimée dans les lignées de cancers colorectaux, SW620 et LoVo, résistantes a
I’irinotécan. L’inhibition de RhoA par siRNA (small interfering RNA) dans ces cellules
rétablie leur sensibilité a I’irinotécan en augmentant 1’apoptose (Ruihua et al., 2016).
L’expression du dominant négatif N19 de RhoA dans la lignée de mélanome métastatique
Mewo sensibilise les cellules aux UV A, B et C notamment en augmentant la formation de
DSB (Espinha et al., 2016). Dans les cellules HeLa, la modulation de 1’expression de RhoA,
par transfection du dominant négatif N19 ou du mutant constitutivement actif V14, augmente
I’apoptose induite par les UVC ou par de fortes doses de IR (Osaki et al., 2016). Par ailleurs
dans les cellules HeLa parentales, RhoA est activée en réponse aux IR (Osaki et al., 2016).
Bien que RhoA soit majoritairement présent a la membrane plasmique et dans le cytosol, une
¢tude a montré que les IR augmentent 1’activation de RhoA située dans le noyau des cellules
HEK?293 et n’a pas d’effet sur I’activit¢ de RhoA localisée dans le cytosol (Dubash et al.,
2011). L’activation de RhoA par les IR dépend de I’induction de I’activité de la GEF de
RhoA, Netl, préférentiellement située dans le noyau.

Au contraire de RhoA, Cdc42 aurait un role dans la sensibilisation des cellules aux UV.
Les radiations UV activent la GTPase Cdc42 dans les cellules HeLa a des temps courts (Ascer
et al., 2015). L’expression du mutant constitutivement actif V12 de Cdc42 entraine
I’inhibition de la phosphorylation de YH2AX, et par conséquence une déficience dans la
signalisation des dommages. Ainsi, Cdc42 permet d’augmenter la sensibilité des cellules aux

UV.

2. Genes de réponse tardive aux génotoxiques

RND3 est un gene de réponse tardive aux stress tels que les UVB, la CPT, I’étoposide
(ETP), mitomycine C (MMC) et le cisplatine (Boswell et al., 2007; Ongusaha et al., 2006).
L’augmentation de ’ARNm de RND3 en réponse aux cytotoxiques CPT, ETP et MMC
dépend de p53 impliquée dans la réponse aux dommages a I’ADN (Ongusaha et al., 2006). En
revanche, 1’induction de la forme protéique de RND3 par les UVB est indépendante de p53
(Boswell et al., 2007). L’inhibition de RND3 par siRNA augmente 1’apoptose induite par la
CPT ou I’ETP dans les cellules U20S (Ongusaha et al., 2006) ou par radiation UVB dans les
kératinocytes (Boswell et al., 2007). Cependant, I’inhibition de RND3 par siRNA inhibe

I’apoptose induite par le cisplatine ou la doxorubine dans les lignées d’hépatocarcinome BEL-
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7402 et MHCC-97L (Ma et al., 2016). Ainsi, ces données révelent le role incertain de RND3

dans la sensibilité cellulaire en réponse aux génotoxiques.

La GTPase RhoC est ¢galement induite par le cisplatine apreés 24 heures de traitement dans

les cellules MCF-7 et HCT116. L’induction de RhoC dépend de p53 (Croft et al., 2011).

L’induction de RNDI a également été observée en réponse a différents stress. Ces effets

sont décrits dans le paragraphe 1.2.3.1.

Les données des différentes études menées sur le role des GTPases Rho dans la réponse au

stress sont retranscrites dans le tableau 2.

Tableau 2 : Mécanismes et effets biologiques médiés par les GTPases Rho suite a un

dommage (stress génotoxiques et hypoxie)

du promoteur

GTPases Stress Induction Temps Modeéle Mecamsrnes del |m'1uct|?n Ref
Rho et/ou Conséquences biologiques
A ARI\'l.m 30 min NIH3T3 21 RhoB par A/ de l'activité du 123
/1 Protéine promoteur
/1 ARN in - 4h
m 30 min P 2 RhoB - résistance aux UV par
A Protéine 1h-8h kératinocytes inhibition de I'aboptose 4,5
A Forme active | 5min-2h pop
uv in-2
A ARNm | 30 mh'” NIH3T3 Stabilisation de RhoB par HuR 6
2 Protéine 2 h-6h Hela 21 RhoB - A apoptose induite 7
par les UV
. A Traduction de RhoB par
7 Proteine &h HaCat inhibition liaisons HUR et miR-19 8
Hela, U7 7I RhoB. 9'rad|ore5|stance in 9,10
vitro et in vivo
IR 30 min us7,sF763 | 7 RNoB = N mort cellulaire 11
. post-mitotique induite par les IR
A Forme active —
RhoB . N RhoB - radiorésistance aux IR
15 min MCEF-7 s . 12
par inhibition de I'apoptose
H202 A Forme active 20 min Hela 71 RhoB par 71 de l'activite du 3,12
promoteur
Stabilisation de I’ARNm RhoB par
HuR
71 ARNm . .
CPT A Protéine 1-2h U205 7; rR::B ~ réparation des DSB 13
A1 Forme active P -
-> résistance des cellules au
traitement
Cisplatine 21 ARNm 30 min NIH3T3 1
MNU 7 ARNm 30 min NIH3T3 1
Hydroxyurée 21 ARNm 30 min NIH3T3 1
MMS 7 Activite 30 min NIH3T3 3
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Hypoxie

/1 Forme active

30 min -
1,2,16h

us7

N RhoB -> dégradation par le
protéasome et N de I'activité
transcriptionnelle du facteur
HIF-1a induit par I'hypoxie

14

/1 ARNm
/1 Protéine
/1 Forme active

1,2,4h

HPASMC
HPAEC

15

Racl

/1 Forme active

5-30 min

MCF-7

Inhibition de Racl
(pharmacologique ou expression
DN) = radiosensibilisation et

N activation des signalisations
ATM et ATR induit par les IR

16

CD18/HPAF

Inhibition de Racl
(pharmacologique ou expression
DN) = radiosensibilisation par 2
de l'apoptose

17

/1 Forme active

1h

Hela

UVA, BetC

/1 Forme active

1h

Hela

Expression de Racl DN -
sensibilisation des cellules au
traitement, N phosphorylation
de yH2AX induit par les IR ou UV

18

Kératinocytes

KO de Racl - inhibition de la
réponse aux dommages a I'ADN
induite par les UV

19

Etoposide /
Doxorubicine

Cardiomyoblastes

de rat

Inhibition pharmacologique de
Racl - N phosphorylation de
YH2AX et N formation de DSB
induits par I'étoposide ou la
doxorubicine

20

Cellules
d'hépatome

Inhibition pharmacologique de
Racl

-> résistance a la doxorubicine et
a |'étoposide, notamment en
inhibant la formation de DSB

- inhibition de la
phosphorylation de Top2 et de
p53 induit par la doxorubine

21

Doxorubicine

Foies de souris

KO deRacl >\
phosphorylation de yH2AX induit
par la doxorubicine

22

Hypoxie

A Protéine

2,4,6h

Caki-1

23

RhoA

Irinotécan

SW620, LoVo

RhoA est surexprimée dans les
lignées résistantes a l'irinotécan.
La sensibilité des cellules est
rétablie par I'inhibition de RhoA

24

UVA,BetC

MeWo

N RhoA - sensibilisation aux UV
notamment en augmentant la
formation de DSB

25

uvc

Hela

Modulation de RhoA (DN ou CA)
- 71 apoptose induite par les UV

26

/1 Forme active

Hela

Modulation de RhoA (DN ou CA)
- 71 apoptose induite par les IR

26
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RhoA est activée uniquement
1h HEK293 dans le noyau par les Rl via 27
|'activation de sa GEF, Netl
21 ARNm 2h
A Protéine 3,4,6h Caki-1 23
Hypoxie A Forme active | 2,3,4H
. HPASMC
2 Formeactive| 1,2,4h HPAEC 15
. Expression CA de Cdc42 -
. 30 min-1 )
uv Forme active h Hela \I phosphorylation de yH2AX et 28
Cdc42 sensibilisation aux UV
. Protéine .
Hypoxie Forme active 1-2h Caki-1 23
ARNmM 24 -48 h NI RND3 7 apoptose des cellules
cPT Protéine 24 h U205 U20S induite par la CPT 29
Etoposide ARNm 12-24h | MCF-7,IMRoo | - RND3 71 apoptose des cellules | g
U20S induite par I'étoposide
MMC ARNmM 12-24h HCT116 29
uvB Protéine 16 h Kératinocytes N RN.D3 ¢ appptqse dans les 30
kératinocytes induite par les UVB
RND3
Cisplatine ARNmM 24 h HCT116, MCF-7 31
N RND3 N apoptose dans
Cisplatine/ BEL-7402 cellules d'hépatocarcinome 37
Doxorubicine MHCC-97L induite par le cisplatine ou la
doxorubicine
ARNM N RND3 - 2 E-cadherine
Hypoxie . 6-24h AGS - N invasion induite par 33
Protéine . .
I'hypoxie
RhoC Cisplatine ARNmM 24 h HCT116, MCF-7 31
' ' SK-Mel-28 A Bho{ - 21 PAK1 - inhibition
Rhol Cisplatine MNT-1 activation ATR - 2 SOX10 - 34
Résistance au cisplatine
. . SK-Mel-28 N RND2 - sensibilisation au
RND2 Cisplatine MNT-1 o e 34

IR : radiations ionisantes, CPT : camptothécine, MNU : N-méthyl-N-nitrosourée, MMS : méthanesulfonate de méthyle,
MMC : mitomycine C, DSB : DNA double strand break.

Lignées cellulaires : NIH3T3 (fibroblastes murins) ; HeLa (adénocarcinome du col de I'utérus) ; HaCat (kératinocytes) ; U87
(glioblastome) ; SF763 (astrocytome) ; MCF-7 (adénocarcinome mammaire) ; U20S (ostéosarcome) ; HPASMC, HPAEC
(cellules de I’artere pulmonaire) ; CD18/HPAF (adénocarcinome pancréatique) ; Caki-1 (carcinome rénal) ; SW620, LoVo,
HCTI116 (carcinome du colon) ; MeWo, SK-Mel-28, MNT-1 (mélanome) ; HEK293 (cellules rénales embryonnaires) ;
IMR90 (Fibroblastes pulmonaires) ; BEL-7402, MHCC-97L (Hépartocarcinome) ; AGS (Adénocarcinome gastrique)

(1) (Fritz et al., 1995), (2) (Fritz and Kaina, 2001), (3) (Fritz and Kaina, 1997), (4) (Canguilhem et al., 2005), (5) (Meyer et
al., 2014), (6) (Westmark et al., 2005), (7) (Wang et al., 2014), (8) (Glorian et al., 2011), (9) (Ader et al., 2002), (10) (Ader et
al., 2003), (11) (Monferran et al., 2008), (12) (Srougi and Burridge, 2011), (13) (Mamouni et al., 2014), (14) (Skuli et al.,
2006), (15) (Wojciak-Stothard et al., 2012), (16) (Yan et al., 2012), (17) (Yan et al., 2014), (18) (Espinha et al., 2015), (19)
(Deshmukh et al., 2017), (20) (Huelsenbeck et al., 2012), (21) (Wartlick et al., 2013), (22) (Bopp et al., 2013), (23) (Turcotte
et al., 2003), (24) (Ruihua et al., 2016), (25) (Espinha et al., 2016), (26) (Osaki et al., 2016), (27) (Dubash et al., 2011), (28)
(Ascer et al., 2015), (29) (Ongusaha et al., 2006), (30) (Boswell et al., 2007), (31) (Croft et al., 2011), (32) (Ma et al., 2016),
(33) (Zhou et al., 2011), (34) (Ho et al., 2012).
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1.2. La GTPase RND1
1.2.1.La famille des RND

1.2.1.1 Identification de la famille RND

RND1/Rho6 appartient au cot¢ de RND2/Rho7 et RND3/Rho8/RhoE a la sous-famille
des RND. RND3 a ¢été la premicre protéine a étre découverte de par sa capacité a interagir
avec p190 RhoGAP, GAP de RhoA (Foster et al., 1996). RND1 et RND2 ont par la suite été
identifiées par clonage de deux séquences d’ADNc similaires au domaine effecteur de RhoA
(Nobes et al., 1998). Le gene RNDI1 est localisé sur le chromosome 12 (q12-q13), alors que
les genes RND2 et RND3 sont respectivement localisés sur le chromosome 17 (q21) et sur le
chromosome 2 (q23.3). Par rapport aux sous-familles RhoA, Rac et Cdc42, les protéines
RNDI sont apparues plus récemment au cours de I’évolution et sont exprimées seulement
chez les vertébrés (Boureux et al., 2007). Ceci suggere qu’elles seraient impliquées dans des
processus biologiques dépendent des vertébrés. De plus, les protéines RND1 du xénope et du
rat présentent une identité tres forte (86% et 92.57% respectivement) avec la protéine
humaine. Le xénope et le rat sont utilisés comme modéles d’étude des fonctions de RND1

(Kim et al., 2003; Wunnenberg-Stapleton et al., 1999)

[.2.1.2 Structure des protéines RND

Les protéines RND partagent entre elles 51 a 58% d’homologie au niveau de leur
séquence primaire et 45 a 49% avec les protéines de la sous-famille des Rho (Heasman and
Ridley, 2008; Nobes et al., 1998). Comme décrit dans la partie 1.1.2., les protéines RND se
distinguent des autres Rho car elles sont en permanence sous leur forme active liée au GTP.
En effet, trois résidus impliqués dans I’hydrolyse du GTP des protéines Ras different dans la
sous-famille RND. L’identification des mutations activatrices et inactivatrices de Ras aide a la
caractérisation de l’activité des GTPases. Dans la séquence de RNDI, 1’équivalent de la
glycine en position 12 de Ras est un résidu valine, alanine ou sérine; ceux des alanines en
position 59 et 61 de Ras sont des sérines (Figure 5). Une mutation d’un seul de ces acides
aminés confere a la protéine Ras une diminution de son activit¢ GTPasique intrinseque et
prévient I’hydrolyse du GTP par les GAPs, aboutissant a une protéine constitutivement active.
Ainsi, les protéines RND sont dépourvues d’activité GTPasique intrinséque et sont insensibles
a la régulation par les RhoGAPs. Par ailleurs, leur affinité avec le GDP est inférieure a celle

avec le GTP (Nobes et al., 1998). Les protéines RND difféerent également des autres Rho par
22



des extensions en N-terminal de 8 et 18 acides aminées pour RNDI1 et RND3, respectivement,
et en C-terminal de 30 acides aminées (Nobes et al., 1998). En N-terminal, RND1 et RND3
possedent la séquence KERRA importante pour leur localisation subcellulaire en permettant
leur ciblage au niveau des rafts lipidiques (Oinuma et al., 2012). Les protéines RND
posseédent une boite CAAX en C-terminal permettant leur prénylation. Cependant,
contrairement aux protéines des sous-familles RhoA, Rac, et Cdc42 qui sont majoritairement
geranyl-geranylées, di a la présence d’un résidu leucine en C-terminal, les protéines RND

possédent un résidu méthionine et sont ainsi farnésylées (Figure 5).

Afin d’étudier les fonctions des GTPases, des mutants constitutivement inactifs sont
utilisés comme outils. C’est le cas avec le mutant T27N de RND1 qui correspond a la
mutation inhibitrice S17N de Ras, utilisée pour inhiber la fonction de Ras. Cette mutation
conduit a un défaut d’interaction de la GTPase avec les protéines effectrices méme si elle est

liée au GTP (Figure 5) (Nobes et al., 1998).

Nucleotide Effector

binding Domain
RhOA = =s=ceccccccccmcmcceos MAAIRKKLVI ﬁ; : LLIVFSKDQFPEVYVPTVFENY
Rat1  ==eccscccsccccccscscss MQAI~=KCVVY ﬂ A LLISYTTNAFPGEYIPTVEDNY
Cdcd2 3z ~mmmmmmmccccccccm——— MQTI~-~KCVVUGD w 3 LLISYTTNKFPSEYVPTVEDNY

Rnd1 MKERRAPQPVV= == o= mmmn ARC---KLVLMGONQ AMLQVLAKDCY PETYVPTVFENY

Rnd2 ~  meeeememmemeeeee MEGQSGRC--~KIVVGDE ALLQVFAKDAY PGSYVPTVFENY

Rnd3 MKERRASQKLSSKS IMDPNQNVKC - - -KIVVGDS ALLHVFAKDCFPENYVPTVFENY
Nucleotide * e

binding

IGQEDYDRLRPLSY PDTDV I LMCEFSIDSPDSLENI PEKWTPEVKH

4 QEDYDRLRPLSYPQTDVFLICFSLVSPASFENVRAKWYPEVRH
=
QEDYDRLRPLSYPQTDVFLVCFSVVSPSSFENVKEKWVPEITH

RhoA VADIEVDGKQVELAL
Rac1 SANVMVDGKPVNLGL

Cdc42 AVTVMIGGEPYTLGLH
Rnd1 TACLETEEQRVELSL S YYDNVRPLCYSDSDAVLLCFDISRPETVDSALKKWRTEILD
Rnd2 TASFEIDKRRIELN SGSSYYDNVRPLAYPDSDAVLICFDI SRPETLDSVLKKWQGETQE
Rnd3 TASFEIDTQRIELSLWDTSGSPYYDNVRPLSYPDSDAVLICFDISRPETLDSVLKKWKGEIQE
Nucleotide o
binding
RhoA FCPNVPIILVGNKKDLRNDEHTRRELAKMKQE PVKPEEGRDMANRIGAFGYMECSAK~TKDGV
Rac1 HCPNTPIILVGTKLDLRDDKDTIEKLKEKKLTPITYPQGLAMAKE IGAVKYLECSAL-TQRGL
Cdc42 HCPKTPFLLVQIQIDLRDDPSTIEKLAKNKQKPITPETAEKLARDLKAVKYVECSAL-TQKGL
Rnd1 YCPSTRVLLIGCKT TDLSTIMELSHQKQAPISYEQGCAIAKQLGAEIYLEGSAFTSEKSI
Rnd2 FCPNAKVVLVGCKI TDLATLRELSKQRLIPVTHEQGTVLAKQVGAVSYVECSSRSSERSV
Rnd3 FCPNTKMLLVGCKSDLRTDVSTLVELSNHROTPVSYDQGANMAKQIGAATY IECSALQOSENSV
CAAX box
RhoA REVEFEMATRAAL =QAR= == = == = = = o e o e RGKKKS
Rac1 KTVEDEAIRAVLCP PP rmm e n e m e e - e o o vV,
Cdc42 KNVEDEAILAAL=EPP=mrmmmm e e e e e EPKKS!

Rnd1 HSIFRTASMLCL-NKPSPLPQOKSPVRSLSKRLLHLPSRSE~~LISSTFKKEKAK.
Rnd2 RDVFHVATVASL~-GRGHRQLRRTDSRRGMORSAQLSGRPD-RGNEGE IHKDRAK.
Rnd3 RDIFHVATLACYV-NKTNKNVKRNKSQRATKRISHMPSRPELSAVATDLRKDKAK

Figure 5 : Alignement de séquences primaires de la famille RND comparées 2 RhoA, Racl et Cdc42. Les domaines de
liaisons au GTP ou GDP, le domaine effecteur des Rho et les boites CAAX sont encadrés. Les acides aminés clés impliqués
dans I’hydrolyse du GTP sont indiqués par une ¢étoile. Le site de mutation inhibitrice correspondant au T27N pour RND1 est
indiqué par un rond (D'aprés Paysan et al., 2016).
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[.2.2.Expression et localisation de RND1

[.2.2.1 Expression tissulaire et cellulaire de RND1

Contrairement a RND3 dont I’expression est ubiquitaire, RND1 n’est pas exprimée dans
tous les tissus chez ’homme. L’ARNm de RND1 est exprimé dans le cerveau et le foie et est
exprimé plus faiblement dans les poumons, le pancréas, le thymus, la prostate, les ovaires et
I’intestin gréle. Dans le cerveau, I’ARNm de RNDI1 est principalement retrouvé dans le cortex
cérébral ainsi que dans les lobes occipitaux, temporaux et frontaux. L’ARNm de RNDI1 est
¢galement exprimé dans différents tissus foetaux tels que le cerveau, les poumons, le foie et
les reins (Nobes et al., 1998).

Chez le rat, RNDI est fortement exprimée dans les neurones corticaux et pyramidaux de
I’hippocampe pendant I’étape de formations des synapses (Ishikawa et al., 2003). La forme
endogene de RNDI1 a été détectée dans les dendrites et I’axone des neurones d’hippocampe

(Ishikawa et al., 2003; Li et al., 2009).

Il a été montré chez le xénope, que I’expression de RND1 varie au cours des différentes
étapes de I’embryogénése. L’ARNm de RND1 est particuliérement exprimée pendant 1’étape
de gastrulation au niveau de I’ectoderme et de la levre dorsale du blastopore. Durant la
neurulation, RND1 est exprimée dans le mésoderme somitogénique. A mi-neurula, RNDI est
retrouvée dans les somites et dans les cellules formant la créte neurale, puis diminue apres la
fin de leur formation (Wunnenberg-Stapleton et al., 1999).

L’ARNm de RNDI augmente durant la grossesse chez 1’humain et le rat au niveau du
myomeétre dans 1’utérus. Chez le rat, I’expression de RNDI1 croit jusqu’a atteindre une valeur
maximale en fin de gestation (21 jours). Dés un jour post-partum, I’expression de RNDI

retombe immédiatement au niveau initial (Kim et al., 2005; Kim et al., 2003).

1.2.2.2 Localisation cellulaire de RND1

Aucun anticorps commercial n’a été rapporté pour reconnaitre la forme endogéne de
RNDI humain. Ainsi, les études sur la localisation de la protéine ont été réalisées dans
différents systéme de transfection d’un plasmide RNDI seul ou étiqueté. Dans ces modé¢les de
surexpression de RND1, il a été observé que la protéine est associée a la membrane plasmique

(Katoh et al., 2002; Nobes et al., 1998; Wunnenberg-Stapleton et al., 1999).
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L’extension en N-terminal est importante pour la localisation de RND1 mais également
pour exercer ses fonctions (Oinuma et al., 2012). La séquence KERRA (Lys-Glu-Arg-Arg-
Ala) permet la localisation de RND1 dans les rafts lipidiques, a la membrane plasmique
(Figure 6). La délétion des sept premiers acides aminés de RND1 en N-terminal entraine une

localisation nucléaire de RNDI1 (Figure 6).

N c
Rnd1 (1 12f13 232|
RndAN {7 232|

Rnd1AN: .

Figure 6 : L’extension de RND1 en N-terminal est importante pour sa localisation membranaire. Les cellules Cos-7 ont
été transfectées par les plasmides Rnd1 et Rnd1AN (forme tronquée des sept premiers acides aminés) étiquetés Myc (D'apres
Oinuma et al., 2012).

Par ailleurs, la farnésylation de RNDI1 est également requise pour sa localisation
subcellulaire. Cette modification lipidique post-traductionelle consiste en [’ajout d’un
groupement farnésyl sur la cystéine du motif CAAX a D’extrémité C-terminale. Cette liaison
est catalysée par la FTase (Farnésyl Transférase). L’utilisation d’inhibiteurs de FTase (FTI)
entraine une diminution de RNDI a la membrane plasmique ainsi qu’une accumulation de la
protéine au niveau cytoplasmique et nucléaire (Figure 7). De plus, la perte du phénotype
contracté des cellules li¢ a I’expression ectopique de RNDI1 a été observée (Roberts et al.,
2008) (Cf. partie 1.2.4.1). A P’inverse, I’interaction de RND1 avec la protéine 14-3-3 entraine
sa translocation de la membrane plasmique vers le cytosol. Par conséquent, 1’effet de RND1
sur la morphologie de la cellule est inhibé (Cf. partie 1.2.4.1). Cette liaison est a la fois
dépendente de la phosphorylation de la sérine S228, situ¢e pres de la boite CAAX, mais

¢galement de la farnésylation (Riou et al., 2013).
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FT1-2153

GFP-Rnd1

Figure 7 : L’association de RND1 a la membrane plasmique est inhibée par I’ajout de FTI. Les fibroblastes NIH3T3
sont transitoirement transfectés avec un plasmide RND1 couplé a un tag GFP. Les cellules sont traitées avec du DMSO ou 10
UM de FTI-2153 (D'apres Roberts et al., 2008).

[.2.3.Régulation de I’expression de RND1

[.2.3.1 Régulation transcriptionnelle et post transcriptionnelle

RNDI1 étant toujours sous forme active liée au GTP, elle est principalement régulée par des

modifications de son expression.

Régulation par des mécanismes épigénétiques

Les mécanismes épigénétiques régulent 1’expression des genes. Il existe différents marqueurs
épigénétiques, dont la méthylation de I’ADN, les modifications des histones ou encore les
complexes de remodelage de la chromatine (Allis and Jenuwein, 2016).

Différents travaux ont montré que ’activité transcriptionnelle de RNDI est régulée par des
mécanismes épigénétiques. Le co-traitement de différentes lignées de cancer gastrique par un
inhibiteur de la méthylation de I’ADN, le 5’AZA-2’Deoxycytidine, et un inhibiteur des
histone-désacétylases (HDAC), la TSA (Trichostatine A), entraine une augmentation de
I’ARNm de RND1 (Nishigaki et al., 2005a).

Plus récemment, il a ét¢ montré que I’ARNm de RND1 est diminué dans plusieurs lignées
cellulaires du cancer du sein par différents mécanismes épigénétiques incluant, la méthylation
de ’ADN, I’acétylation des histones et le complexe PRC2 (Polycomb Repressive Complex 2)
possédant une activité histone-méthyltransférase (Okada et al., 2015).

Ces résultats suggerent que I’expression de RNDI est réprimée par des mécanismes

épigénétiques dans les cancers.

Régulation par des facteurs de croissance

L’équipe du Pr Giancotti a montré dans les cellules tumorales mammaires MCF-10A que

I’ARNm de RNDI1 est diminué¢ par différents facteurs mitogénes tels que I’EGF, 1’insuline,
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I’hydrocortisone ou des extraits d'hypophyse bovine (Okada et al., 2015). De plus, I’ARNm
de RNDI1 est diminué par I’ostéoprotégérine (OPG) dans les ostéoclastes (Song et al., 2014).
L’OPG est un récepteur de la famille des TNF (Tumor Necrosis Factor) produit par les
ostéoblastes afin d’inhiber la résorption osseuse en bloquant la différenciation des
ostéoclastes. Ainsi il se pourrait que RNDI joue un role dans la résorption osseuse induite
par les ostéoclastes.

En outre, I’expression de RNDI1 est induite par différents facteurs de croissance. Par exemple,
I’ARNm de RNDI1 est augmenté par I’inhibition de contact, la cytokine TGF-f (Transforming
growth factor beta) ou le facteur de croissance VEGF (Vascular endothelial growth factor) a
des temps courts (entre 1h et 2h) (Okada et al., 2015; Suehiro et al., 2014). L’augmentation
transcriptionnelle de RND1 par le facteur de croissance VEGF est partiellement reversée par
I’ajout de I’immunosuppresseur, cyclosporine A, dans des cellules endothéliales HUVEC. Le
VEGF permet d’activer la voie de signalisation Calcineurine-NFAT (nuclear factor of

activated T cells) (Suehiro et al., 2014).

Régulation par des facteurs de transcription

A ce jour, deux facteurs de transcription, NFATcl et Oct4 (Octamer-binding transcription
factor 4), ont été identifié comme régulateurs transcriptionnels de RNDI1. La liaison de la
protéine NFATcl, impliquée dans la réponse immunitaire, au niveau du promoteur et d’une
région enhancer distale de RND1 augmente la transcription de RNDI1 (Suehiro et al., 2014).
Par ailleurs, il a ét¢ montré dans la lignée cancéreuse humaine MDA-MB231 que le facteur de
transcription Oct4 se lie au promoteur de RND1 sur deux sites de liaison (-844 et -1271 pb).

Cette liaison entraine une inhibition de son expression (Shen et al., 2014).

Régulation par le stress et les thérapies anti-cancéreuses

La régulation de I’expression de ’ARNm de RND1 en réponse au stress a principalement été
mise en évidence par des approches de criblage sur puces ADN ou ARN. Ainsi, il a été
montré que le co-traitement de cellules de leucémie myéloide chronique par I’imatinib,
inhibiteur de l'activité de la tyrosine kinase, et I’amifostine, un antioxydant, deux molécules
pro-apoptotiques, induisent 1’augmentation du niveau d’ARNm de RND1 (Bianchini et al.,
2007). L’ARNm de RNDI1 est augmenté¢ de fagon précoce (15 min) apres traitement des
cellules de lymphocytes humains par IR (Turtoi et al., 2008). Par ailleurs, I’ARNm de RNDI1

est augmenté par les UV a des temps plus longs (20h) dans la lignée de cellules épithéliales
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mammaires MCF-10A (Okada et al., 2015). Ces résultats suggerent que RNDI1 serait un géne

de réponse aux génotoxiques.

Régulation par des hormones stéroidiennes

Les hormones stéroidiennes, 1’cestradiol et la progestérone, augmentent le taux d’ARNm de
RNDI1 dans des muscles lisses de rat issus de I’iléum et de 1’aorte (Loirand et al., 1999) et

dans les cellules musculaires lisses du myometre chez le rat et ’humain (Kim et al., 2005).

Régulation par de longs ARN non-codant

Les longs ARN non-codants (IncRNA) sont des ARN non traduits en protéines qui régulent
I’expression des génes (Dey et al., 2014). Récemment, le IncRNA AGAP2-AS1 a été identifi¢
en tant que répresseur de RND1 (Li et al., 2016; Qi et al., 2017). L’inhibition de I’expression
d’AGAP2-AS1 par siRNA induit I’augmentation de ’ARNm de RND1 dans les cellules du
cancer du poumon non a petites cellules H1975 et dans les cellules du cancer gastrique
BGC823 (Li et al., 2016; Qi et al., 2017). Une expression ¢€levée d’AGAP2-AS1 dans les
cancers du poumon non a petites cellules et les cancers gastriques est associé a la progression
tumorale. Ces données suggerent donc que RND1 aurait une fonction anti-tumorale dans ces

cancers.

Régulation par des microRNA

Les microRNA (miR) sont de courts ARN endogenes, non codants, qui régulent 1’expression
des génes post-transcriptionnellement. Les miR s’apparient @ un ou plusieurs ARNm en
général dans leur région 3’ non traduite (3°’UTR) entrainant leur dégradation ou I’inhibition de
leur traduction (Jonas and Izaurralde, 2015). La partie 3’UTR de ’ARNm de RND1 possede
un ou plusieurs sites spécifiques de liaison pour le miR-199a-5p. La surexpression de miR-
199a-5p dans les cellules urothéliales immortalisées TEU-2 entraine une diminution de
I’ARNm de RNDI1 (Monastyrskaya et al., 2013). De plus, la surexpression de miR-603 dans
les cellules rénales embryonnaires humaines HEK293 et les cellules humaines du cancer du

col de I'utérus HeLa diminue ’ARNm de RNDI1 (Zhang et al., 2016).
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[.2.3.2 Régulation post-traductionnelle

- Phosphorylation

Plusieurs GTPases Rho sont régulées par phosphorylation, qui souvent se produit pres de la
boite CAAX, modifiant ainsi leur localisation (Hodge and Ridley, 2016).

La liaison de RND1 avec la protéine 14-3-3 induit la translocation de RND1 de la membrane
plasmique vers le cytoplasme et inhibe ses effets sur la morphologie cellulaire (Cf. partie
[.2.4.1.) (Riou et al., 2013). La liaison de 14-3-3 sur RNDI est similaire a 1’action des GDIs
sur les GTPases « classiques » en I’extrayant de son site d’action a la membrane plasmique
vers le cytoplasme afin de I’empécher d’interagir avec ses effecteurs. Cependant I’interaction
avec 14-3-3 nécessite en amont la phosphorylation de la protéine cible par une kinase. La
kinase phosphorylant RND1 n’est pas connue. Par ailleurs, 14-3-3 interagit également avec
RND3 apres phosphorylation de trois sites différents de celui identifié pour RND1. RND3 est
phosphorylé en S210 par PKC (Protein kinase C) ainsi qu’en S218 et S240 par ROCK (Rho-
associated protein kinase) (Riou et al., 2013). Il se pourrait que la phosphorylation de RND1

soit régulée par les mémes protéines que RND3.

- Interaction aux effecteurs
L’interaction de RND1 avec ses effecteurs pl90RhoGAP et Syx permet la stabilisation de sa
forme protéique (Goh and Manser, 2012).

[.2.4.Fonctions biologiques de RND1

[.2.4.1 Régulation de la morphologie cellulaire et du cytosquelette d’actine

L’effet des RND sur le controle du cytosquelette d’actine a été le premier identifi¢ (Nobes
et al., 1998). Par ailleurs, ce sont ces observations qui sont a I’origine du nom de la sous-
famille RND. En effet, RND vient du mot « round » car la surexpression de RND1 ou RND3
dans des fibroblastes aboutit a un phénotype arrondi des cellules.

Le réle de RND1 dans la morphologie cellulaire a été étudi¢ dans différents types
cellulaires : fibroblastes, cellules épithéliales, neurones. L’expression de RND1 induit la perte
des points focaux d’adhérence permettant d'ancrer les cellules a la matrice extracellulaire

(MEC). Les cellules ont ainsi tendance a se contracter. Cependant, elles gardent quelques
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contacts avec la matrice, ce qui leur confére un phénotype dendritique (Figure 8) (Nobes et
al., 1998). Par ailleurs, I’expression ectopique de RND1 induit une diminution des fibres de
stress d’actine dans différents modeles cellulaire (Figures 8 A et B). De plus, lorsque ’on
induit rapidement la formation de fibres de stress par un traitement avec |’acide
lysophosphatidique (LPA) dans des fibroblastes, 1’expression ectopique de RND1 permet de
prévenir leur formation (Figures 8 C et D) (Nobes et al., 1998). D’autre part, il été montré que
RNDI1 colocalise avec les protéines cadhérines au niveau des jonctions d’adhérence dans les

fibroblastes murins Swiss 3T3 (Nobes et al., 1998).

Actine RND1

LPA

Figure 8 : Effet de la surexpression de RND1 sur la formation des fibres de stress d’actine. [Immunomarquage de RND1
(B et D) et des filaments d’actine (A et C) dans des fibroblastes Swiss 3T3 quiescents et confluents, préalablement injectés
avec un vecteur exprimant RND1 puis traités ou non par le LPA (100 ng/mL) pendant 30 min (D'aprés Nobes et al., 1998).
Les effets morphologiques de RNDI1 sont liés a une inhibition de RhoA via p190RhoGAP,
une des plus abondantes GAP de RhoA (Wennerberg et al., 2003). En effet, RNDI1 peut se lier
au niveau du domaine central de p190RhoGAP. Cette interaction va augmenter 1’activit¢ GAP
de p190, qui a pour conséquence une diminution de RhoA sous sa forme active liée au GTP et
ainsi une inhibition de la formation de fibres de stress (Figure 9). Par ailleurs, il a été observe,
dans des fibroblastes 3T3, que 1’absence de p190RhoGAP entraine une diminution des effets
de I’expression de RND1 sur les fibres de stress et la morphologie de la cellule (Wennerberg
et al., 2003). D’autre part, ’effecteur de RhoA « ROCK1 » peut phosphoryler pl|90RhoGAP
et par conséquent diminuer sa liaison a RND1. Ce mécanisme permet a RhoA de prévenir son

inhibition par RND1 (Mori et al., 2009).

D’autres partenaires de RNDI1 pourraient participer a la régulation du cytosquelette

d’actine par RNDI1. En effet, il a ét¢ montré que RND1 pouvait se lier a Syx, une GEF de
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RhoA (Figure 9). L’effet de cette interaction n’a pas ¢été étudié. Par ailleurs, Syx se lie a
RND3. Tout comme RND1, RND3 est connu pour inhiber 1’activation de RhoA via son
interaction avec pl90RhoGAP (Wennerberg et al., 2003). De facon similaire, Goh and
Manser ont déterminé que I’inhibition de RhoA-GTP pouvait ¢également résulter de la
régulation négative de Syx par RND3 (Goh and Manser, 2010) Il se pourrait donc que la

liaison de RNDI1 avec Syx entraine le méme effet.

Un autre partenaire de RND1, Socius, a ét¢ identifié par une technique de double hybride
chez la levure en utilisant RND1 comme appat (Katoh et al., 2002). Socius interagit avec
RNDI via sa partie C-terminale. Dans des fibroblastes Swiss 3T3, 1’expression ectopique de
la forme sauvage de Socius n’a pas d’effet sur le cytosquelette d’actine. Néanmoins,
I’expression ectopique d’une forme de Socius permettant son adressage a la membrane
plasmique (Socius-CAAX), entraine une perte des fibres de stress. De plus, dans des cellules
co-transfectés avec les plasmides Socius-COOH et RNDI1, I’expression de Socius n’a pas
d’effet sur I’inhibition des fibres de stress par RND1 mais il réverse 1’effet sur la morphologie

cellulaire (Figure 9).

Membrane cellulaire

Fibres de stress Fibres de stress

Figure 9 : Schéma récapitulatif des effets de la liaison de RND1 a ses différents effecteurs sur la formation des fibres
de stress d’actine (Adapté de Chardin, 2006).
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RNDI peut également interagir avec le domaine SH2 de Grb7 (Growth factor receptor-bound
protein 7), une protéine appartenant a la famille des protéines adaptatrices impliquées dans la
transduction de signal (Vayssiere et al., 2000). L’effet de cette liaison directe n’a pas été
étudié. Cependant, cette interaction pourrait contribuer a I’inhibition de la formation des
fibres de stress par RNDI1, puisque Grb7 joue un rdle dans le maintien des filaments d’actines

(Figure 9) (Garcia-Palmero and Villalobo, 2013).

1.2.4.2 Formation des connexions nerveuses

La polarité cellulaire, essentielle au développement neuronal, est liée a des modifications
du cytosquelette d’actine. Les neurones sont interconnectés au niveau des dendrites, multiples
extensions courtes du corps cellulaire, dédiées a la réception des signaux, et les axones,
unique prolongement long du neurone, qui véhiculent les signaux regus aux autres neurones.
Le cone de croissance est une structure riche en actine filamenteuse (actine F), située au bout
de I’axone en croissance, et qui permet de connecter 1’axone au neurone cible (Figure 10). Un
réseau de microtubules permet I’expansion du cone de croissance. Les neurites - filopodes et
lamellipodes - qui émanent du cone de croissance explorent I’environnement dans toutes les
directions (Figure 10). La trajectoire des cones de croissance est contrdlée par des molécules
de guidage dont les principales sont les nétrines, sémaphorines et éphrines. Les cones de
croissance expriment les récepteurs aux molécules de guidage et en fonction des signaux
recus, alternent ¢longation et rétraction des filopodes et des lamellipodes. Les protéines Rho
participent a la formation des connexions nerveuses (Menager and Kaibuchi, 2003; Takano et
al., 2015). Les signaux attractifs activent Racl et Cdc42 tandis que les signaux répulsifs,
activent RhoA. L’activation de Racl et de Cdc42 augmente la croissance axonale en induisant
la formation de lamellipodes et de filopodes. L’activation de RhoA entraine la rétraction de
ces structures et le collapsus du cone de croissance qui correspond a la rétraction subite avec

perte de mobilité.
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Figure 10 : Représentation schématique de I’organisation du cytosquelette d’actine dans la polarité neuronale.
Distribution et organisation des microtubules et de I’actine filamenteuse (actine F) dans 1’axone et le cone de croissance d’un
neurone en expansion. Le cone de croissance permet I’expansion du neurone vers sa cible en alternant élongation et rétraction
des filopodes et lamellipodes (D'apres Prokop et al., 2013).

Le role de RNDI1 dans la formation des connexions nerveuses a pour la premiére fois été
décrit dans les cellules PC12 qui dérivent de cellules de phéochromocytome de rat et sont
utilisées pour étudier la croissance neuritique (Aoki et al., 2000) et quelques années plus tard
dans des neurones d’hippocampe de rats (Ishikawa et al., 2003). Dans ces deux mod¢les, la
surexpression de RND1 initie la formation de protrusions de types neurites, précurseurs des
¢épines dendritiques, a partir de la membrane plasmique. A I’inverse, I’inhibition de RNDI par
un ADN antisens aboutit a ’immaturité des épines dendritiques (Ishikawa et al., 2003). Par
ailleurs, RNDI1 participe au collapsus des cones de croissance induit par les sémaphorines 3A
ou 4D (Oinuma et al., 2004a; Zanata et al., 2002). Enfin RNDI1 participe a la croissance de
I’axone (Li et al., 2009).

Les différents roles que RND1 exerce dans le contrdle de la polarité neuronale peuvent étre
expliqués par I’effet de ses interactions avec différents effecteurs, comme les plexines,

FRS2B, STI1 et SCG10, sur la régulation du cytosquelette d’actine et des microtubules.
1. Régulation du cytosquelette d’actine
Les sémaphorines participent a la croissance du cone axonal et au guidage des axones.

Chez les vertébrés, les sémaphorines sont composées de vingt membres, répartis en cing

classes (de 3 a 7) (Figure 11). Les principaux récepteurs des sémaphorines sont les plexines,
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composées de neuf membres, réparties en quatre classes (de A a D). Ces protéines possedent
un domaine GAP d’activation de I’activité GTPase de petites protéines G. Les plexines de
classe B posseédent en plus, un domaine PDZ de liaison avec les GEF. Les sémaphorines de
classe 3 (exceptée la 3E) sont sécrétées alors que celles des autres classes sont liées aux
membranes. De ce fait, la transmission de signaux par les sémaphorines de classe 3 nécessite
la présence d’un co-récepteur, la neuropiline (NRP).

Certaines plexines (Al, Bl, B2, B3) possédent un domaine de liaison permettant leur

interaction avec RND1 (McColl et al., 2016; Rohm et al., 2000).

Sémaphorines
Domaine Ig-like

I:l Domaine SEMA

3A-3G 4A-4G 5A-5B 6A6D  7A Domaine THBS

(& Domaines a (CUB)
Ancre GP|

I Domaine bhasique

() Domaines b (FV / VIll)

A Domaine MAM

|:| Domaine SEMA
== Domaine GP
Domaine GAP
A1-A4 B1-B3 Ci D1 ® Domaine PDZ 1 2
Plexines & BondiepuiG Neuropilines

Figure 11 : Structure générale des sémaphorines, des plexines et des neuropilines. Les sémaphorines sont constituées de
vingt protéines réparties en cing classes (SEMA 3 a SEMA7). Elles sont soit sécrétées (SEMA3) soit liées a la membrane par
un domaine transmembranaire (SEMA4 a SEMAG6) ou par ancrage a ’aide d’un glycosylphosphatidylinositol (GPI)
(SEMA7). Les sémaphorines contiennent toutes un domaine SEMA permettant I’interaction avec leur récepteur. Selon la
classe, elles possédent un domaine immunoglobulin-like (IgG), un domaine thrombospondin-like (THBS) et un domaine
basique. Les plexines forment un groupe de neuf protéines réparties en quatre classes (Plexine A a D). Ce sont des protéines
transmembranaires, composées d’un domaine SEMA et de domaines riches en glycine et en proline (GP) du coté
extracellulaire. En intracellulaire, elles possédent un domaine GAP, un domaine de liaison aux GTPase Rho ainsi
qu’exclusivement pour les plexines B, un domaine PDZ de liaison aux GEFs. 11 existe deux neuropilines : NRP1 et NRP2. Ce
sont des protéines transmembranaires avec un domaine intracellulaire court. En extracellulaire, elles possédent deux
domaines de liaison a au complément, CUB, deux domaines homologues b au facteur de coagulation V/VIII et d’'un domaine
MAM important pour leur dimérisation et leur interaction avec d’autres récepteurs (Robert, 2010).
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Interaction RND1-plexine Al (Figure 12)

La liaison du ligand sémaphorine 3A (Sema3A) avec le complexe neuropiline 1 (NRP1) -
plexine A1 induit le collapsus des cones de croissance. Les fibroblastes Cos-7 sont utilisés
comme modele pour mimer le collapsus des cones de croissances de neurones. Dans ces
cellules, I’interaction de RND1 avec la plexine A1l induit le collapsus des cones de croissance.
Cet effet se produit méme en absence de la Sema3A ou du co-récepteur NRP1 (Zanata et al.,
2002). L’effet de RNDI est li¢ a de I’activité GAP de la plexine A1 qui est responsable d’une
diminution de ’activit¢ de R-Ras. Dans des neurones d’hippocampe du rat exprimant une
forme constitutivement active de R-Ras, I’induction du collapsus des cones de croissance par
Sema3A est inhibé (Oinuma et al., 2004a). Par ailleurs, I’interaction de RNDI avec la plexine
Al peut étre inhibée par RhoD, qui se fixe sur le méme site de liaison que RND1 (Zanata et

al., 2002).

Plexine Al .
Membrane cellulaire

’

~

des cones de croissance

Collapsus

Figure 12 : Schéma récapitulatif des effets de RND1 sur la formation des connexions nerveuses dépendant de la
plexine A1 (Adapté de Chardin, 2006).

Interaction RND1 — Plexine B1 (Figure 13)

Dans les cellules Cos-7, la co-expression de RND1 et de la plexine B1 entraine la contraction
des cellules apres stimulation par son ligand, la sémaphorine 4D (Sema4D). Cet effet dépend
de deux mécanismes indépendants. Le premier est li¢ a I’augmentation de I’activité de la
GTPase RhoA. En effet, RND1 induit I’interaction entre la plexine B1 et PDZ-RhoGEF et par
conséquent augmente 1’activation de RhoA et de son effecteur ROCK. Les changements
morphologiques résultants vont mener au collapsus des cones de croissance (Oinuma et al.,
2003). Le deuxieme mécanisme dépend de 1’inhibition de I’activité de R-Ras. RND1 induit la
liaison de la plexine B1 avec R-Ras sous sa forme active li¢ au GTP. Aprés stimulation par

Sema4D, le domaine GAP de la plexine B1 stimule 1’activit¢ GTPasique de R-Ras et par
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conséquent inhibe I’activation de R-Ras. Dans les cellules PC-12, I’inhibition de R-Ras GTP

entraine la rétraction des neurites (Oinuma et al., 2004a; Oinuma et al., 2004Db).

Interaction RND1 — Plexine B2 ou B3 (Figure 13)

Dans les cellules Cos-7, la co-expression de RND1 et de ces plexines entraine également la

contraction des cellules apres stimulation par Sema4D (Yukawa et al., 2010).

Plexine B2

Sema4D a Sema4D a

Collapsus des cones de croissance

f . . Contraction des neurones
Rétraction neuritique

Figure 13 : Schéma récapitulatif des effets de RND1 sur la formation des connexions nerveuses dépendant des
plexines B1, B2 et B3 (Adapté de Chardin, 2006).

RNDI1 régule également la polarité neuronale par des mécanismes indépendants des
plexines (Figure 14). Dans les cellules PC-12, I’inhibition de RNDI par siRNA supprime
I’extension neuritique induite par le facteur de croissance des fibroblastes (FGF) (Harada et
al., 2005). L’effet de RNDI1 sur I’extension neuritique est li¢ a la fois a sa liaison a la protéine
FRS2B (FGFR substrate 2 ) ainsi qu’a sa fonction inhibitrice sur RhoA. FRS2( est une
protéine adaptatrice qui peut interagir avec le récepteur aux facteurs de croissance des
fibroblastes 1 (FGFR1). La stimulation des cellules par les FGF induit la phosphorylation de
FRS2B par FGFR1 activé. Si la voie du FGFR est inactive, RND1 interagit directement avec
FRS2B in vitro. Cette interaction supprime 1’inhibition de RND1 sur I’activité de RhoA. La
phosphorylation de FRS2f dissocie RND1 de FRS2p et ainsi rétablit I’inhibition de RhoA
(Harada et al., 2005).
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RND1 peut interagir avec STI1 (Stress-Inducible Protein), protéine co-chaperone qui
s’associe avec HSP70/HSP90 (de Souza et al., 2014). STI1, apres avoir été sécrétée, interagit
avec la protéine prion afin de favoriser la formation de cellules souches neuronales,
I’extension neuritique et la neuroprotection (Lackie et al., 2017). L’interaction entre RND1 et
STI1 entraine I’inhibition du collapsus des cones induit par I’interaction RND1 - Plexine Al
dans les cellules Cos-7 et augmente 1’extension neuritique dans les cellules PC-12 (Figure 14)

(de Souza et al., 2014).

2. Régulation du réseau microtubulaire

SCG10 (Superior Cervical Ganglion 10) est une protéine qui déstabilise les microtubules
neuronaux dans le cone de croissance et qui est essentielle pour la croissance des axones
(Grenningloh et al., 2004). L’interaction de RND1 avec SCG10 augmente les effets de
SCG10 sur la dépolymérisation des microtubules et induit la croissance des axones dans des

neurones d’hippocampes de rat (Figure 14) (Li et al., 2009).

Membrane cellulaire

Extension neuritique Rétraction neuritique

Voie FGFR active Voie FGFR inactive

@ ' Collapsus m -~ Dépolymérisation
ﬁ, L l des cones de croissance i o des microtubules
Extension neuritique \ Croissance des axones

Figure 14 : Schéma récapitulatif des effets de RND1 sur la formation des connexions nerveuses indépendant des
plexines (Adapté de Chardin, 2006).
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[.2.4.3 Role dans le développement embryonnaire.

L’expression ectopique de RND1, par injection de I’ARN de RND1 dans des embryons de
Xénope au stade 4 cellules, entraine une perte de I’adhésion cellulaire au stade blastula. La
surexpression de RhoA, par co-injection au stade 4 cellules, réverse cet effet (Wunnenberg-
Stapleton et al., 1999). L’inhibition de RND1, par un antisens injecté a ’embryon de Xénope,
induit une perte d’élongation de la notochorde pendant la gastrulation (Figure 15A), une perte
d’¢longation de la coiffe animale (Figure 15B) et une augmentation de I’adhésion cellulaire
dépendante de la cadhérine (Figure 15C). Tous ces effets sont rétablis par injection de
I’ARNm de RND1 (Figure 15 A, B et C) (Ogata et al., 2007). L’inhibition de 1’adhésion
cellulaire par RNDI est réalisée via la liaison avec la protéine transmembranaire FLRT3
(Fibronectin Leucine Rich Transmembrane 3), mais également avec le récepteur a la nétrine :
Unc5B (Karaulanov et al., 2009; Ogata et al., 2007). L’interaction entre RND1 et FLRT3
inhibe I’adhésion cellulaire en diminuant le niveau de C-cadhérine présent a la surface de la
cellule via I’internalisation de la C-cadhérine dans le cytosoplasme. En revanche, ’effet de

I’interaction avec Unc5B sur I’internalisation de C-cadhérine n’a pas été exploreé.

Uninjected Rnd1 MO Rnd1 MO
+Rnd1 RNA

C'“w-" Pprens

B . : Sl e Rnd1 MO [15ng] N ﬂ
Uninjectéd * ' + HA-Rnd1 RNA[100pg]

Uninjected 7R 17M ) ‘” MO
’ Ll +Rnd1 RNA

Figure 15 : Effets de RND1 sur le développement embryonnaire du Xénope. (A) Les cellules de la notochorde
d’embryons de Xénope sont localisées par la technique d’hybridation in situ. L’inhibition de RND1 par injection d’un
antisens (RND1 MO) entraine la perte d’élongation de la notochorde. L’effet est rétabli par I’injection de I’ARNm de RNDI.
(B) Explants de coiffes animales d’embryons de Xénope. L’injection RND1 MO bloque 1’élongation des coiffes. L’effet est
rétabli par ’injection de ’ARNm de RND1 (HA-RND1). (C) RNDI MO augmente 1’adhésion des cellules du mésoderme
dorsal de fagon dépendante a la cadhérine. L’effet est inhibé par ajout de I’ARNm de RND1 (D'aprés Ogata et al., 2007).
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Il a également été montré que RND1 joue un rdle dans la somitogenése, processus permettant
la différentiation et la segmentation des somites a partir du mésoderme. Dans ce mécanisme,

RNDI est sous le controle de la voie Notch (Goda et al., 2009).

[.2.4.4 Role dans I’angiogenese

L’expression de RND1 est induite par le facteur de croissance VEGF via I’interaction
transitoire de NFATc1 avec le promoteur de RND1 dans les cellules endothéliales du cordon
ombilical HUVEC. Cette induction permet de moduler I’activité de RhoA et ainsi de limiter
I’angiogenese (Figure 16). En effet dans les cellules HUVEC, I’inhibition de RND1 augmente
I’activation de RhoA médié¢ par VEGF. Cette hyperactivation entraine une augmentation de la

perméabilité de 1’endothélium, de la migration et de la formation de néo-vaisseaux (Suehiro et

al., 2014).
/VEGF

Membrane cellulaire

VEGFR
| — o
Calcineurine J_
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|—> Noyau

RND1

Figure 16 : Schéma récapitulatif des effets de RND1 sur ’angiogenése dans un mécanisme dépendant de la voie
VEGFR/Calcineurine/NFATc1 (Adapté de Suchiro et al., 2014).
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Tableau 3 : Principaux effecteurs interagissant avec RND1 et leurs fonctions.

Effecteurs Mécanismes Fonctions Références
o Inhibition fibres de stress
p190RhoGAP Inhibition RhoA . ) Wennerberg et al., 2003
Contraction cellulaire ("round")
Inhibition RhoA ?
Syx Stabilisation Goh and Manser, 2010
protéine RND1
Socius Inhibition fibres de stress Katoh et al., 2002
Grb7 Vayssiere et al., 2000
; ) . Rohm et al., 2000
. Rétraction neuritique
Plexine A1 Inhibition R-Ras R . Zanata et al., 2002
Collapsus cone de croissance .
Oinuma et al., 2004a
Activation RhoA Rétraction neuritique Oinuma et al., 2003
Inhibition R-Ras Rétraction neuritique Oinuma et al., 2004a
Plexine B1 Oinuma et al., 2004b
Inhibition Ras Initiation tumorigeneése et invasion Okada et al., 2015
dans le cancer du sein
Plexines B2 et . . . McColl et al., 2016
Rétraction neuritique
B3 Yukawa et al., 2010
FRS2p Inhibition RhoA Croissance neuritique Harada et al., 2005
SCG10 Réseau microtubulaire Croissance axonale Lietal., 2009
ST Croissance neuritique de Souza et al., 2014
FLRT3 Internalisation c-cad Inhibition adhésion cellulaire Ogata et al., 2007
Unc5B Karaulanov et al., 2009
[.2.4.5 RNDI et cancer

Comme décrit auparavant, RND1 est impliqué dans la régulation de la morphologie, de
I’adhésion et la migration cellulaire ainsi que de 1’angiogenese. Ces différents processus sont
impliqués dans la carcinogénese. Récemment, plusieurs études ont montré 1’implication de
RNDI dans les cancers. Cependant, selon le contexte tumoral, RND1 semble exercer un role

pro ou anti-cancéreux.

1. Expression de RND1 dans les tumeurs

L’expression de RND1 dans les cancers varie en fonction de I’origine de la tumeur, de son

agressivité ou encore du stade de la maladie.
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Deux premicres études ont permis d’identifier RND1 comme potentiel géne suppresseur de
tumeurs dans I’adénocarcinome du pancréas et le carcinome adénoide kystique. En effet la
région 12q12-q13 du chromosome 12 comprenant RND1 est fréquemment délétée dans ces
cancers (Aguirre et al., 2004; Rutherford et al., 2005). Différentes analyses bioinformatiques
menées par Okada et al. montrent qu’une plus faible expression de RNDI1 est retrouvée dans
les cancers du sein les plus agressifs par rapport aux moins agressifs. De plus, cette baisse est
associée a la formation de métastases (Okada et al., 2015). Dans 17% des carcinomes
primaires du sein, la perte d’un allele de RNDI a été observée. Cependant aucune délétion
homozygote n’a été¢ rapportée. Ainsi, I’inhibition de I’expression de RND1 ne dépend pas
uniquement de mécanismes génétiques mais €également épigénétiques. En effet, 1’expression
de RNDI1 dans les cancers du sein est réprimée par la méthylation de son promoteur (Okada et
al., 2015). Néanmoins, les résultats sur ’expression de RNDI dans les cancers du sein
divergent. En effet, Shen et al. ont montré que 1’expression de RND1 est augmentée dans les
lignées MDA-MB-231 et SK-BR-3 par rapport aux lignées MCF-10A et MCF-7 possédant un
plus faible pouvoir métastatique (Shen et al., 2014). De plus, une ancienne étude avait
rapporté une augmentation de ’ARNm de RNDI1 dans les tumeurs mammaires par rapport
aux tissus sains (Jiang et al., 2003).

L’expression de RND1 est diminuée dans les carcinomes hépato-cellulaires (CHC) et cette
baisse progresse avec le stade avancé de la maladie (Komatsu et al., 2017). De méme que
dans I’étude d’Okada et al., I’expression de RND1 est réprimée par la méthylation de son
promoteur.

Contrairement aux cancers du sein et aux CHC ou le promoteur de RND1 est hyperméthylé,
celui-ci est hypométhylé dans les cancers gastriques. Par conséquence, ’ARNm de RNDI1 est
augmenté dans les tissus de cancer gastrique par rapport aux tissus sains (Nishigaki et al.,
2005a).

RND1 est également surexprimée dans le carcinome épidermoide de I’cesophage (CEO)
(Xiang et al., 2016).

Par ailleurs, des analyses transcriptomiques montrent une inhibition de RNDI dans le

glioblastome (Cf article 2).

Certaines mutations de RND1 ont ét¢ identifiées dans les cancers. Parmi 96 échantillons de
cancers du sein, 4 mutations faux-sens dans la séquence de RNDI1 ont été rapportées (G70R,
F180C, E98D, M185V). Ces mutations concernent des acides aminés hautement conservés au

cours de 1’évolution. Il a notamment été observé que les mutations G70R, F180C et E98D
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entrainent la perte de I’interaction entre RND1 et la plexine B1 (Okada et al., 2015). De plus,
des analyses TCGA (The Cancer Genome Atlas) indiquent que RNDI est inhibée par

mutation inactivatrice dans 3,9% des mélanomes (Okada et al., 2015).

2. Fonctions de RND1 dans les cancers

Dans la lignée MCF-10A de cellules épithéliales mammaires, 1’inhibition de RND1 par
shRNA (short hairpin RNA) entraine le processus de transition épithélio-mésenchymateuse
(EMT) via I’internalisation et I’inhibition de la E-cadhérine (E-cad) ainsi que la surexpression
de la N-cadhérine (N-Cad). L’effet de RND1 sur ’EMT dépend de sa liaison avec la plexine
B1. Cette liaison entraine ’activation du domaine GAP de la plexine et 1’inhibition de la
signalisation de Ras via I’inhibition de ’activation de la protéine Rapl (Figure 17). De plus,
I’inhibition de RND1 permet 1’activation de la réponse aux dommages a I’ADN observée par
I’augmentation de Chk2 et de la forme phosphorylée de H2AX (YH2AX). Par ailleurs,
I’inhibition de RND1 entraine une hyperprolifération transitoire des cellules puis ’arrét
précoce du cycle cellulaire et la sénescence des cellules via I’induction de p27. Cependant,
certaines cellules déplétées pour RNDI1 résistent a la sénescence en surexprimant c-Myc ce
qui permet d’inhiber p27. L’expression de Myc confere alors a ces cellules des propriétés

hyperprolifératives et invasives.

Sema4D i

Plexine B1 '

Membrane cellulaire

Figure 17 : Schéma récapitulatif de I’effet de RND1 sur I’inhibition de PEMT par inactivation de Ras (Adapté de
Okada et al., 2015).
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In vivo, RNDI1 inhibe I’initiation mais également la progression tumorale. Des cellules
¢épithéliales mammaires, Comma-D, non tumorigeénes déficientes en RND1 par shRNA ont été
injectées a des souris. L’inhibition de RND1 dans ces cellules leur a permis d’acquérir des
propriétés lices a ’EMT et a entrainé la formation de tumeurs chez la souris (Figure 18A). De
plus, I’injection a des souris de cellules tumorales mammaires 4T1 surexprimant RND1 mene
a un retard de croissance de la tumeur primaire (Figure 18B) ainsi que diminue la formation

de métastases dans les poumons (Figure 18C) (Okada et al., 2015).

80 - Primary tumour growth
A @® Comma-D Control shRNA (n = 6) B Primary tumour growth
B Comma-D Rnd1 shRNA 4 (n = 6) - ® 4T1-vector (n = 8)
604 Comma-D Rnd1 shRNAS (n = 6). M 4T1-Rnd1 (n = 8)
- & &~ 160 ® _P<005
= A E 140
o A £ |
S =l g 120 /
] A 5 100 ;e W
] o
3 " ® S 80 /= {
£ @ - 3 7/
2 20— A 4 g 60|
LI ‘1 m B g 40 oé é
& l:i:; E P<16x103 20 ‘i i =
o L i< :
1 o 3 4 5 6 1 2 3 b :e ksS 6 7
Weeks
H&E and quantification
S 20 -
C & g =
By o § 15
3 _
5 @
o
2 10
E P <0.003
£ 5 -
2 -+
=4
3 A
0
4T1 4T1
vector Rnd1

Figure 18 : Effets de RND1 Pinhibition de la tumorigenése mammaire et la formation de métastatses. (A) Les cellules
épithéliales mammaires Comma-D transduites avec un lentivirus Shtrl ou deux ShRNDI1 ont été injectées a des souris. Le
volume de la tumeur a ét¢ mesuré aux temps indiqués. (B et C) Les cellules tumorales mammaires 4T1 transfectées avec un
plasmide contrdle ou un plasmide HA-RND1 ont été injectées a des souris. Le volume de la tumeur a été¢ mesuré aux temps
indiqués (B). Image représentative d’une coupe histologique de poumons et quantification de la présence de métastases
pulmonaires dans les souris injectées avec le plasmide contrdle vs. RND1 (C) (D'apres Okada et al., 2015).

A T’inverse, dans la lignée du cancer du sein MDA-MB-231, I’expression ectopique de
RNDI entraine I’augmentation de la migration et I’invasion des cellules. Dans cette méme

lignée, I’inhibition de RND1 par shRNA induit I’expression de la E-cad. Dans ce mod¢le,
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I’expression de RND1 permet de réverser les effets inhibiteurs du facteur de transcription
Oct4 sur le processus métastatique (Shen et al., 2014). Ainsi, le role de RNDI1 dans le cancer

du sein est controverse.

L’inhibition de RNDI1 par siRNA dans des lignées d’HCC augmente la prolifération et
I’invasion des cellules (Komatsu et al., 2017). De méme que dans 1’é¢tude d’Okada et al.,
I’expression de RND1 est inversement corrélée aux taux des protéines Ras et c-Myc.

La surexpression de RND1 dans deux lignées de CEO : KYSE150 et KYSE180 entraine
une augmentation de la croissance cellulaire et de la migration via notamment 1’activation de
la voie ERK. In vivo, I’inhibition de RND1 dans des cellules KYSE180 injectées a des souris
diminue la formation de métastases (Xiang et al., 2016).

Ces données rapportent un role pro-tumoral ou anti-tumoral de RND1 en fonction du

contexte cellulaire.

Récemment, une étude effectuée en collaboration avec 1’équipe du Pr E. Cohen-Jonathan
Moyal et du Dr C. Toulas du CRCT s’est intéressée au role de RND1 dans le glioblastome (Cf
article 2). La récidive dans le traitement du glioblastome pourrait s’expliquer par la présence
de cellules souches tumorales de glioblastome (CSG) dans la zone périventriculaire du
cerveau (ZPV). Ces cellules sont dotées d’une capacité migratoire supérieure a celles situées
dans la zone corticale (ZC). Une expression plus faible de RND1 est retrouvée dans les CSG
ZPV en comparaison aux CSG ZC. La surexpression de RDN1 dans les CSG ZPV inhibe leur

migration. Ce travail permet de souligner le role anti-tumoral de RND1 dans le glioblastome.

3. Facteur pronostique

RNDI a été nouvellement identifi€ comme biomarqueur prédictif de la maladie dans les

CHC (Komatsu et al., 2017), les glioblastomes (Cf article 2) et les cancers du sein ER-, c’est-
a-dire n’exprimant pas le récepteur aux cestrogenes (Okada et al., 2015). Dans ces tumeurs,
une faible expression de RNDI1 est associée a un mauvais pronostic.
Cependant, une ancienne ¢tude avait rapporté qu’une augmentation de I’expression de RND1
dans les cancers du sein était associée a I’avancement du stade de la malade et également a
une rechute des patients (Jiang et al., 2003). Ces données confirment le double role de RNDI1
dans le cancer du sein.

CSC
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4. Effet de RNDI1 sur la sensibilité des cellules aux anticancéreux

Il existe actuellement peu de données relatant I’effet de I’expression de RNDI sur la
sensibilité¢ des cellules aux cytotoxiques. Il a uniquement été rapporté que 1’inhibition de
RND1 par siRNA induit la résistance des cellules d’HCC au traitement par le cisplatine
(Komatsu et al., 2017).
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II. Les inhibiteurs de la topoisomérase |

Il.1. Les ADN topoisomérases

Les ADN topoisomérases sont des enzymes ubiquitaires hautement conservées a travers
I'évolution. La famille des topoisomérases intervient dans la régulation de la topologie de
I’ADN en supprimant les surenroulements de I’ADN associés aux processus de réplication et
de transcription (Pommier et al., 2016b; Schoeffler and Berger, 2008; Wang, 2002). Les
cellules somatiques humaines expriment six topoisomérases (Tableau 4). Une septiéme
enzyme, spoll, est uniquement exprimée dans les cellules germinales humaines (Bergerat et
al., 1997). Les topoisomérases sont ¢galement présentes chez les bactéries ou quatre enzymes
sont exprimées (Pommier et al., 2010). Les topoisomérases induisent des cassures de I’ADN
par réaction de transestérification permettant la liaison d’un résidu tyrosine catalytique de
I’enzyme a I’extrémité phosphate (p-Y) du brin d’ADN coupé. Pour modifier la topologie de
I’ADN, les topoisomérases sont divisées en différentes classes selon le nombre de clivage de

brin d’ADN (un ou deux) et selon la polarité de cette coupure (5’ ou 3’) (Tableau 4).

Tableau 4 : Classification des topoisomérases humaines

TYPE IA TYPE IB TYPE I1A
GENES TOP3A ET TOP3B | TOP1 ET TOPIMT | TOP2A ET TOP2B
POLARITE 5-p-Y 3’-p-Y 5°-p-Y
MECANISME Passage du brin Rotation du brin Passage des brins
& ATP dépendent
- Relaxation des
- Décatgg;ltion de - LR el - Relsaciaéltof s
FONCTIONS ’ADN Se-et+ - Décaténation de
- Dissolution des I’ADN
jonctions de Holliday
INHIBITEURS Non Oui (Anticancéreux) | Oui (Anticancéreux)

Sc- : Surenroulements négatifs, Sc+ : Surenroulements positifs. (D'aprés Pommier et al., 2016b)

Les topoisomérases clivant un seul brin d’ADN sont de type 1. Au sein de cette famille,
les topoisomérases sont subdivisées en deux-sous types selon 1’orientation de la coupure (IA
et IB). Les topoisomérases IA se fixent sur I’extrémité 5’ du brin coupé, alors que les
topoisomérases IB se lient a ’extrémité 3°. Apres le clivage de I’ADN, les enzymes modifient
la topologie de I’ADN par deux mécanismes différents (Figure 19). Les topoisomérases 1A

suppriment uniquement les surenroulements négatifs en passant le brin intact a travers le brin
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cass¢ (Viard and de la Tour, 2007). Les topoisomérases IB suppriment aussi bien les
surenroulements positifs que négatifs en permettant au brin clivé d’effectuer une rotation
autour du brin non coupé (Cf. partie I11.2.1.) (Koster et al., 2005). Les topoisomérases IA et IB
n’ont pas besoin d’énergie pour leur activité mais les topoisomérases IA nécessitent la
présence du cofacteur Mg?". Chez I’homme, il existe deux isoformes de topoisomérases IA :
les topoisomérases 3a et 3f (Top3a, Top3P) et deux isoformes de topoisomérases IB : la
topoisomérase 1 nucléaire (Topl) et la topoisomérase 1 mitochondriale (Toplmt) que 1’on
retrouve uniquement chez les vertébrés.

Les topoisomérases clivant les deux brins de ’ADN sont les topoisomérases IIA. Les
topoisomérases IIA fonctionnent en tant qu’homodimeéres et induisent une cassure double-brin
(DSB) en se liant a Dextrémit¢ 5° de I’ADN clivé. Ces enzymes suppriment les
surenroulements négatifs et positifs de ’ADN en permettant le passage d’un second segment
d’ADN a travers le premier segment d’ADN clivé par un mécanisme dépendant de ’ATP et
de Mg** (Figure 19) (Schmidt et al., 2012; Schoeffler and Berger, 2005). Chez I’homme, deux

isoformes de topoisomérases ITA sont exprimés: les topoisomérases 2a et 23 (Top2a, Top2p).

L’étude des topoisomérases a permis le développement de molécules anti-bactériennes
et anti-cancéreuses ciblant les topoisomérases bactériennes et humaines respectivement
(Pommier et al., 2010). Parmi les agents anticancéreux, deux analogues de la camptothécine,
un inhibiteur de la Topl trés sélectif, possedent une AMM (Autorisation de Mise sur le
March¢é) en France (Cf. partie 11.3.1.1.). De méme, des inhibiteurs de la Top2 tels que

I’étoposide ou la doxorubicine sont utilisés dans les chimiothérapies anti-cancéreuses.
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Type IIA Type |IA
Intermédiaires |
i - a b c
catalytiques TOP2, TOP3a,
W T0P2p TOP3p
5% e o o
o~ P'J 540 ‘ﬁ'—o
o3’ on © Qan3’
Nucleobase Nucleobase Q Q
(1) «==nnmn » (+1) Nucleobase Nucleobase Nucleobase Nucleobase
1) ganaan > (+1) [t DI SRR > (+1)
Mécanismes e -: f
4%:&' HSc
Passage
Rotation des brins
du brin =
ENVNTNTNI
Fonctions - TOP1 and TOP1mt TOP2a and TOP2p TOP3a TOP3p
* DNA 5S¢ » DNA Sc- * DNA Sc- * DNA HSc
* DNA S¢* * DNA Sc* * Hemicatenanes * RNA knots
* DNA knots. * Double Holliday * R loops
* DNA catenanes junctions
* D loops
Cofacteurs | None Mg?* and ATP Mg*
Phénotype Top1: embryonic lethal Top2a: embryonic lethal Top3a: embryonic lethal

Souris Knock-out | Topime: viable

Top2b: death at birth

Top3b: viable

Figure 19 : Schéma des différents mécanismes catalytiques des topoisomérases. Les topoisomérases IB se lient a
I’extrémité 3 de I’ADN (a) alors que les topoisomérases IIA et IA se lient a I’extrémité 5° (b et c¢). Les topoisomérases 1B
agissent en permettant la rotation du brin clivé (d). Les topoisomérases IIA et IA permettent le passage d’un deuxiéme brin a
travers les cassures double-brin et simple-brin respectivement (e et f) (D'aprés Pommier et al., 2016b).

11.2. La topoisomérase I nucléaire (Topl)

[1.2.1. Organisation structurale de Topl

Le géne TOPI humain, localisé au niveau du chromosome 20q11.2-13.11, code pour
une protéine de 91 kDa subdivisée en 4 domaines distincts (Figure 20) (Champoux, 2001;
Redinbo et al., 1998; Stewart et al., 1996) :
- le domaine N-terminal : Ce domaine est le plus variable et n’est pas essentiel pour I’activité

de relaxation in vitro (Stewart et al., 1997). Il contient plusieurs signaux de localisation
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nucléaire et des sites de liaison a différentes protéines comme certains facteurs de
transcription (TBP : TATA-binding protein, p53...) et WRN (Werner Syndrome RecQ Like
Helicase).

- le domaine central (Core) : Ce domaine, hautement conservé, est nécessaire a I’activité
enzymatique de la Topl. Il est formé de trois sous-domaines qui encerclent la molécule
d’ADN comme une pince. La premiére moiti¢ de la pince comprend les sous-domaines I et II.
L’autre moitié est composée du sous-domaine III contenant la totalité des résidus requis pour
I’activité catalytique de la Top1, a I’exception de la tyrosine catalytique.

- le domaine Linker : Comme pour le domaine N-ter, il n’est pas requis pour I’activité de la
Topl in vitro. 11 permet de relier le sous-domaine III au domaine C-ter. Sa localisation
paralléle a la molécule d’ADN lui permet de contréler la rotation du brin clivé pendant 1’étape
de relaxation.

- le domaine C-terminal : Ce domaine est le plus conservé. Il contient la tyrosine kinase
catalytique T723 permettant la liaison covalente avec I’extrémité 3° du brin coupé, étape

nécessaire a la relaxation des surenroulements de I’ADN.

N-term core domain linker domain C-term
(res 1-_314) (res 2_’15_;635) (res 63§,—\712) (res 713-765)
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pd N " - 'V /
N-- I . --C
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Tyrosine catalytique

Figure 20 : Schéma des domaines et structure 3D de la Topl nucléaire humaine. (A) Organisation des 4 domaines de la
protéine Topl constituée de 765 acides aminés. Le domaine core est divisé en 3 sous-domaines. Les 5 acides aminés
nécessaires a 1’activité catalytique de la Topl sont indiqués. Quatre sont situés au niveau du sous-domaine I (Arg488,
Lys532, Arg590 et His632) et la tyrosine catalytique (Tyr723) se trouve en C-ter. (B) Structure cristallographique du
complexe Top1-ADN. Le brin d’ADN clivé est représenté en violet, celui qui est intact est en marron. Les domaines core et
C-ter forment une pince autour de la molécule d’ADN. Ces deux domaines sont reliés par le domaine linker, situé
parallélement a ’ADN. Le résidu tyrosine catalytique 723 forme la liaison covalente au brin d’ADN clivé. Le brin coupé
peut alors effectuer une rotation autour du brin intact (D'aprés Capranico et al., 2017).
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I1.2.2. Cycle catalytique

Le cycle catalytique de la Top1 est divisé en quatre étapes (Figure 21) :

1) Liaison non covalente de la Topl a ’ADN : La Topl se lie préférentiellement sur
I’ADN surenroulé (Camilloni et al., 1988; Krogh et al., 1991). Méme si la Topl ne reconnait
pas de séquences spécifiques sur I’ADN, elle lie ’ADN au niveau de sites « privilégiés »
contenant le motif : 5°- (A/T) (G/C) (A/T) T -3’°. Le dernier résidu thymine correspond au site
de clivage de la Topl (Jaxel et al., 1991). Au moment de la liaison, la Topl s’enveloppe
autour de ’ADN en formant une pince (Redinbo et al., 1998).

2) Clivage d’un brin d’ADN : la Topl coupe un brin de la double hélice par réaction de
transestérification qui permet la formation d’un lien covalent entre la tyrosine catalytique
(Tyr723) et I’extrémité 3’ du brin clivé (Champoux, 1981). Le complexe covalent transitoire
ADN-Topl est appelé complexe de clivage (Toplcc).

3) Rotation contrdlée : La suppression d’un supertour d’ADN est obtenue via la rotation
du brin clivé en aval du complexe autour du brin intact. Cette relaxation se déroule selon un
mécanisme de « rotation controlée » (Stewart et al., 1998). En effet, la rotation est ralentie par
des frictions entre I’ADN et la cavité de I’enzyme (Koster et al., 2005).

4) Religation : La continuité du brin d’ADN est restaurée apres religation de la cassure
par réversion de la liaison covalente. Ce mécanisme résulte de la réaction inverse de
transestérification via attaque de la liaison Topl-ADN 3’tyrosyl phosphodiester par
I’extrémité 5°-OH libre du brin clivé (Stewart et al., 1998). La Topl est alors dissociée de
I’ADN.

Dans les conditions normales, I’étape de religation est favorisée. De ce fait, les Toplcc
sont transitoires et peu détectables. De plus, ’activité de la Topl est trés rapide (environ 6000

cycles catalytiques / minute) (Seol et al., 2012).
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Figure 21 : Cycle catalytique de la Topl. La relaxation de I’ADN se décompose en quatre étapes. 1) Liaison non covalente
de la Topl a I’ADN. 2) Clivage d’un brin d’ADN par réaction de transestérification. 3) Suppression d’un supertour d’ADN
par rotation controlée. 4) Religation et dissociation de la Top! et de I’ADN. (D'aprés Pourquier and Lansiaux, 2011).

I1.2.3. Fonctions biologiques de la Topl

L’activité de la Topl est essentielle pour la réplication, la transcription, la réparation de

I’ADN, le modelage de la chromatine ou encore I’assemblage des nucléosomes.

I1.2.3.1 Relaxation des surenroulements de I’ADN au cours de la réplication et de la
transcription

Le role principal de la Top1 consiste a maintenir I’ADN dans un état topologique relaxé
en supprimant les surenroulements générés pendant la transcription et la réplication (Wang,
2002). La Topl peut relaxer les surenroulements a la fois positifs et négatifs avec toutefois
une préférence pour les surenroulements positifs (McClendon and Osheroff, 2006). De par ce

role, la Topl va impacter la réplication et la transcription.

1 - Réplication

La Topl est localisée aux origines de réplication (Abdurashidova et al., 2007; Falaschi,
2009). L’initiation de la réplication nécessite la séparation des brins parentaux de ’ADN. Des
surenroulements négatifs sont générés aux origines de réplication. Des surenroulements
positifs surviennent devant les fourches de réplication situés a proximité de régions ou I’ADN
n’est pas libre de tourner puisqu’il est rattaché a une barriére dite « topologique » comme par
exemple des sites d’attachements a la matrice nucléaire. Ces surenroulements positifs sont

supprimés par la Topl, ce qui permet la progression de la fourche de réplication (Figure 22)
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(Pommier et al., 2016b). L’¢longation de la réplication génére la formation de
surenroulements positifs (dans le sens de la double hélice) et négatifs (dans le sens inverse)
devant et derricre la fourche de réplication respectivement (Pommier et al., 2016b; Wang,
2002). Ces surenroulements sont enlevés par la Topl (Figure 22). Le chargement de la Topl
pres de la fourche est facilit¢ par le complexe de remodelage de la chromatine BAZ1B-
SMARCAS (Bromodomain adjacent to zinc finger domain 1B - SWI/SNF-related matrix-
associated actin-dependent regulator of chromatin AS5) (Ribeyre et al.,, 2016). Dans les
cellules HCT116, la déplétion de la Topl par ShRNA entraine un ralentissement de la
progression de la fourche de réplication (0.7 kb/min dans les HCT116 shTopl vs 1.1 kb/min
dans les HCT116 ShCtrl) et une augmentation de son nombre de pauses ou d’arréts (Tuduri et
al., 2009). Cependant, les cellules HCT116 ShTopl compensent ces effets inhibiteurs sur

I’¢longation en augmentant I’initiation de la réplication (Tuduri et al., 2009).

A Initiation

Barriére
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Figure 22 : Roles de la Topl dans la réplication. (A) La Topl supprime les surenroulements positifs (Sc+) lors de
I’initiation de la réplication. (B) La Topl enléve les surenroulements positifs (Sct+) et négatifs (Sc-) situés respectivement
devant et derriére la fourche de réplication pendant 1’étape d’élongation de la réplication. (D'aprés Pommier et al., 2016b).
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2 - Transcription

Chez la levure, I’absence seule de la Topl ou de la Top2 n’a pas d’effet sur la
transcription des ARNm (ARN messager) et des ARNr (ARN ribosomique) tandis que leur
absence concomitante induit une diminution drastique de la synthése des ARNm et des ARNr
(Brill et al., 1987). La Topl est préférentiellement associée aux genes hautement transcrits
(Khobta et al., 2006; Kroeger and Rowe, 1992; Zhang et al., 1988). La fonction principale de
la Topl dans la transcription est d’enlever les surenroulements crées au cours de 1’¢longation
par son role dans la relaxation (Figure 23). Outre cette fonction dépendante de son activité
catalytique, la Topl régule la transcription des ARNm eucaryotes par d’autres mécanismes

(Figure 23).
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Figure 23 : Roles de la Topl dans la transcription. Au cours de la transcription, la progression de I’ARN pol II entraine
I’accumulation de surenroulements positifs (Sc+) et de surenroulements négatifs (Sc-) induisant la formation de R-loops
devant et derriére la bulle de transcription respectivement. Ces surenroulements sont enlevés par la Topl. La Topl augmente
I’initiation de la transcription en favorisant la liaison de TBP (TATA-binding protein) a la TATA box. La Top1 est recrutée
au niveau de régions activatrices et permet d’activer des enhancers de facon ligand-dépendant en générant des cassures
transitoires simple-brin. TF = Facteurs de transcription (D'aprés Pommier et al., 2016b).

53



a. Initiation

La Topl affecte la transcription de genes en modifiant la structure de la chromatine. La
Topl maintient une faible densité des histones au niveau du promoteur afin de favoriser le
recrutement de I’ARN polymérase II (ARN pol II) et d’induire la transcription. L’effet de la
Topl sur le désassemblement des nucléosomes nécessite la coopération de la protéine
remodelante de la chromatine Hrpl (Durand-Dubief et al., 2010). Le remodelage de la
chromatine est également régulé¢ par le complexe SWI/SNF (Switching defective/ Sucrose
non fermentor) composées de différentes protéines notamment de 1’hélicase ATP-dépendante,
SMARCA4. La Topl est recrutée a la chromatine par SMARCA4 afin de maintenir la
stabilité génomique en supprimant les surenroulements négatifs et les structures d’ADN non-
B formés en amont de ’ARN pol II (Husain et al., 2016). Par ailleurs, une fraction limité de
Topl forme un complexe avec 1’histone chaperonne FACT (facilates chromatin transcription)
et la marque H3K4me3 (Histone 3 Lysine 4 triméthylée), associé aux promoteurs actifs a
proximité¢ des sites d’initiation a la transcription (TSS). Cette interaction a lieu sur la
chromatine des ADN non-B et induit une instabilit¢ génomique par formation de cassures de
I’ADN (Husain et al., 2016).

L’initiation de la transcription débute par la reconnaissance au niveau du promoteur de
la TATA box par le facteur de transcription TFIID. TFIID se lie a la TATA box par
l'intermédiaire de sa sous-unit¢ TBP. Par la suite, d’autres facteurs de transcription,
notamment TFIIA, vont recruter I’ARN pol II en formant un complexe multiprotéique autour
du promoteur. L’association de la Topl avec des co-activateurs de la transcription induit la
formation du complexe TFIID-TFIIA et accroit sa liaison a la TATA box via TBP,
augmentant ainsi I’initiation de la transcription (Figure 23) (Shykind et al., 1997).

La Topl faciliterait le recrutement de I’ARN pol Il au niveau des sites de transcription
en interagissant avec les topors (topoisomerase I-binding RS protein), des protéines nucléaires
contenant un domaine « ring finger » et possédant des activités E3 ubiquitine et SUMOI1
(small ubiquitin-related modifier-1) ligases (Haluska et al., 1999).

Par ailleurs, la Topl module la transcription en agissant sur les régions activatrices.
L’activité catalytique de Topl permet d’activer des enhancers de fagcon ligand-dépendant en

générant des cassures simple-brin (SSB) transitoires (Figure 23) (Puc et al., 2015).
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b. Libération des sites de pauses

Suite a I’initiation de la transcription, I’ARN pol II s’arréte apres la synthése d’'un ARN
naissant de 20 a 60 nucléotides de longueur. Cette étape de pause permet d’assurer une
¢longation productive et le recrutement de la coiffe et des facteurs d’épissage nécessaire a la
maturation de I’ARN (Liu et al., 2015; Sims et al., 2004). L’étape de libération de I’ARN pol
IT au niveau des sites de pause nécessite son interaction directe avec la Top1. Cet effet résulte
de la stimulation de ’activité de relaxation de Topl suite a la phosphorylation du domaine

CTD (carboxyl-terminal domain) de I’ARN pol II par BRD4 (Baranello et al., 2016).

c. Elongation

Pendant I’étape d’élongation de la transcription, la progression de I’ARN pol II entraine
I’accumulation de surenroulements positifs et négatifs devant et derriere les complexes
transcriptionnels respectivement (Liu and Wang, 1987). Les surenroulements positifs
empéchent la progression de la transcription (Gartenberg and Wang, 1992). Les
surenroulements négatifs peuvent générer la formation de structures d’ADN non-B tels que
les ADN-Z (double hélice d’ADN enroulée a gauche) (Nordheim et al., 1982) et de R-loops
(hybrides ARN-ADN + ADN non appari¢) (Drolet, 2006; Drolet et al., 1994) qui peuvent
inhiber la transcription (Huertas and Aguilera, 2003). En supprimant les surenroulements

positifs et négatifs, la Top1 favorise 1’¢longation de la transcription (Figure 23).

d. Epissage

La Topl peut réguler 1’épissage grace a son activité kinase spécifique (Rossi et al.,
1996). La phosphorylation de facteurs d’épissage par la Topl permet la maturation des ARN
pré-messagers (Soret et al., 2003). La Topl, dans un mécanisme dépendant du facteur
d’¢épissage ASF/SF2, prévient les interférences entre réplication et transcription et la
formation de R-loops, contribuant ainsi au maintien de la stabilité du génome (Tuduri et al.,

2009).

I1.2.3.2 Rodles de la Top1 dans la signalisation et réparation des dommages a I’ADN

La Topl peut étre pi¢gée par de nombreuses 1ésions de I’ADN endogénes ou exogenes
survenues a proximité d’un site de coupure de 1’enzyme (Pommier et al., 2006; Pourquier and

Pommier, 2001). Ces Iésions sont regroupées dans le tableau 5. L’accumulation des Toplcc
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est due en majorit¢é a une inhibition de la religation a cause du défaut d’alignement de
I’extrémité 5’OH libre. Ces modifications de I’ADN produisent des complexes Toplcc
réversibles ou irréversibles. Les Toplcc irréversibles sont également nommés « Topl suicide
complexes » puisqu’ils peuvent étre convertis en dommages de I’ADN permanents (Pourquier

etal., 1997b).

Tableau 5 : Lésions endogenes et exogeénes de I’ADN induisant la formation de Toplcc

Types de lésions Mécanisme® | Réversibilité?® Références

Lésions endogénes de ’ADN

(Pourquier and Pommier,

Mésappariements de base T r 2001; Pourquier et al., 1997b)
Boucles T ir (Pourquier et al., 1997b)
Sites abasiques T ir (Pourquier et al., 1997b)
8-oxoguanosine B r (Lesher et al., 2002)
5-hydroxycytosine ? r (Lesher et al., 2002)
Cassures simple-brin T ir (Pourquie;e;lil.l,919989)7a; Wang
Méthylation de cytosine F+T r (Leteurtre et al., 1994)
Formation d’une triple hélice F+T r (Antony et al., 2004a)
Fragmentation apoptotique de la . (Sordet et al'j 2003; Sordet et
chromatine B+T ir al., 2004a; Sordet et al.,
2004b; Sordet et al., 2004c)

Lésions exogénes de ’ADN

(Lanza et al., 1996;

551 9 9
Lésions UV ’ ) Subramanian et al., 1998)
Lésions IR T ir (Pourquier et al., 1997a)
O°-méthylguanine T r (Pourquier et al., 2001)
Adduits O°-dA-benzo[a]pyréne T r (Pommier et al., 2000b)
. . . (Pommier et al., 2002;
Adduits N*-dG-benzo[a]pyréne F ir Pommier et al., 2000a)
Adduits N2-dG- .
benzo[a]phénanthréne T r (Pommier et al., 2002)
NS-éthénoadénine T r (Pourquier et al., 1998)
Adduits N2-dG-éthyl T r (Antony et al., 2004b)
Adduits N>-dG-crotonaldéhyde T ir (Dexheimer et al., 2008)

(1) Mécanisme d’accumulation Toplcc : T, inhibition de la religation ; B, augmentation de la liaison ; F, Augmentation de la
réaction de clivage.

(2) Réversibilité de Toplcc : 1, réversible ; ir, irréversible.

(D'aprés Pommier et al., 2006)
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Deux mécanismes ont été proposés pour expliquer le piégeage de la Topl par ces
1ésions.

La Topl pourrait jouer le réle de « détecteur » de la 1ésion, ce qui permettrait le
recrutement de protéines de réparation au niveau du dommage. Ainsi, la Topl est impliquée
dans la réparation par excision de nucléotides (NER). En effet, aprés 1ésion de I’ADN par les
radiations UV, la Topl permet le recrutement du facteur du NER, PCNA (Proliferating cell
nuclear antigen) (Mao and Muller, 2003). Plus récemment, il a ét¢ montré que le recrutement
de la Topl au niveau des régions activatrices de facon ligand-dépendante induit la formation
de SSB. Ces cassures sont accompagnées d’un recrutement des protéines de la signalisation
de la réponse aux dommages a I’ADN tels que ATR (Ataxia telangiectasia and Rad3 related),
le complexe MRN (MRE11-RAD50-NBS1), les protéines du BER (réparation par excision de
base) ainsi que les protéines du c-NHEJ (classical-Non-Homologous End-Joining) Ku80 et
DNA ligase IV (Puc et al., 2015). D’autre part, la Topl peut interagir directement avec p53,
ce qui entraine le recrutement de la Topl aux Iésions UV et I’augmentation de son activité
catalytique (Gobert et al., 1996; Mao et al., 2000).

Cependant, certains résultats suggerent que la Topl jouerait un rdle dans I’induction de
I’apoptose lorsque le dommage persiste et qu’il ne peut pas étre réparé. En accord avec cette
hypothese, il a été observé que la surexpression de la Topl sensibilise les cellules de levures a
divers agents endommageant de I’ADN tels que 1’agent alkylant MMS, les radiations UV et
les radiations ionisantes (Nitiss et al., 2001). La déplétion de la Top1 entraine une inhibition
de I’apoptose induite par la staurosporine ainsi qu’une diminution de la fragmentation de
I’ADN (Sordet et al., 2004a). De plus, la Topl serait impliquée dans 1’induction de I’apoptose
dépendante de p53 en réponse aux UV (Mao et al., 2000).

11.3.  Les inhibiteurs de la topoisomérase |

A T’état physiologique, les Toplcc sont transitoires et peu détectables. Les Toplcc
peuvent étre stabilisés par de nombreuses altérations de la structure de I’ADN (Cf. partie
[1.2.3.2.) mais également par des inhibiteurs de Topl camptothécines (CPT) et non-CPT
(Pommier et al., 2010). Ces molécules empéchent spécifiquement, de fagon réversible, la
religation du brin clivé de ’ADN par I’enzyme. Cette inhibition entraine I’accumulation de
complexes Toplcc (Figure 24) (Hsiang et al., 1985; Porter and Champoux, 1989).
L’inhibiteur se lie a I’interface du complexe Topl-ADN au niveau du site de clivage de

I’enzyme. L’intercalation de la molécule empéche la religation du brin clivé (Staker et al.,
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2005; Staker et al., 2002). Cependant, la stabilisation des complexes de clivage n’est pas
toxique pour la cellule. C’est majoritairement la collision entre la fourche de réplication et le
complexe Toplcc qui va aboutir a la formation de DSB. Ainsi, la cytotoxicité de ces
inhibiteurs est dépendante de la phase S (Hsiang et al., 1989a). La catégorie des inhibiteurs
regroupe : la camptothécine et ses dérivés (Figures 25 et 26), les indolocarbazoles, les
indénoisoquinolines et les dibenzonaphthyridinones (figure 27). Certains de ces inhibiteurs

sont utilisés comme anti-cancéreux.

I1.3.1. Les inhibiteurs camptothécines

La CPT est un alcaloide qui a, pour la premicre fois, été isolé a partir de 1’écorce d’un
arbre originaire de Chine, Camptotheca acuminata en 1966 (Wall et al., 1966). La détection
d’une activité anti-tumorale a permis a la CPT d’entrer en essai clinique dans les années 1970
(Creaven et al., 1972; Gottlieb et al., 1970; Gottlieb and Luce, 1972; Moertel et al., 1972;
Muggia et al., 1972). Cependant, de nombreux effets indésirables tels qu’une
my¢élosuppression, des vomissements, nausées et cystites hémorragiques ont été rapportés.
Ces résultats ont mené a une interruption des tests en phase II. Quelques années plus tard,
I’intérét de la CPT, a de nouveau, été suscité apres la découverte de sa cible unique, la Topl
(Hsiang et al., 1985).

Plusieurs observations ont permis de montrer la sélectivité de la CPT vis-a-vis de la
Topl. Ainsi, la délétion du géne TOP1 dans les levures les rend résistantes a la CPT (Eng et
al., 1988; Nitiss and Wang, 1988). Les cellules sélectionnées pour leur résistance a la CPT
présentent des mutations et/ou une faible expression du géne TOP1 (Fujimori et al., 1995;
Pommier et al., 1999). Pour finir, les plantes qui produisent la CPT sont insensibles a ses
effets toxiques notamment via la mutation N722S de la Topl qui inhibe la liaison de la CPT a
la Topl et confére aux cellules une résistance a la molécule (Fujimori et al., 1995;
Sirikantaramas et al., 2008).

La CPT stabilise les Toplcc en se positionnant a I’interface de la Topl et de ’ADN
dans un complexe ternaire (figure 24) (Staker et al., 2005). La CPT lie la Topl par trois
liaisons hydrogeénes incluant les résidus N722, D533 et R364. La CPT stabilise
préférentiellement les complexes de clivage composés d’une thymine en position -1 et d’une
guanine en position +1 (Jaxel et al., 1991). L’effet de la CPT sur la stabilisation des Toplcc
est rapide et réversible apres le retrait de la molécule. Ainsi, sa grande spécificité et sa
réversibilité ont permis d’utiliser la CPT comme outil pharmacologique dans I’étude de la

Topl et de la réponse aux dommages a I’ADN.
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Figure 24 : Stabilisation de Toplcc par la CPT. (A) La Topl lie ’ADN de facon non-covalente. (B) La Topl1 clive ’ADN
et permet 1’obtention d’un complexe de clivage. (C) La CPT se positionne a I’interface de la cassure et stabilise les Toplcc.
(D) Structure cristallographique du complexe tertiaire CPT-Topl1-ADN. La CPT est représentée en vert, la Topl en gris, le
brin clivé de I’ADN en rouge et celui intact en bleu (D'aprés Pommier, 2013).

D’un point de vu physico-chimique, la CPT est peu soluble et a une faible stabilité in
vivo. La CPT est une molécule composée de 5 cycles (A-E) avec un carbone asymétrique en
position 20 dont la configuration est cruciale pour I’activité¢ de la molécule (Figure 25). Seul
I’énantiomére naturel 20S a la capacité d’inhiber Topl (Hsiang et al., 1989b; Jaxel et al.,
1989). A pH physiologique, le cycle E est en équilibre entre une forme lactone fermée active

insoluble dans 1’eau et une forme carboxylate ouverte plus soluble mais inactive.

L’¢tude de la relation structure/activité a permis le développement de molécules
analogues dont le mécanisme d’action est identique a celui de la CPT. Trois dérivés
hydrosolubles de la CPT sont actuellement utilisés en clinique : le topotécan, 1’irinotécan ainsi
que le bélotécan uniquement en Corée du Sud. Les modifications des positions 9 et 10 du
cycle A et de la position 7 du cycle B permettent d’augmenter ’activité anti-tumorale de la

molécule (Adams et al., 2006; Basili and Moro, 2009; Pommier et al., 1998). Les deux
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dérivés hydrosolubles, topotécan et irinotécan, sont autorisées par la FDA (Food Drug
Administration) et ’ANSM (Agence nationale de sécurité du médicament et des produits de
santé) (Figure 25). Le topotécan (Hycamtin®) est substitué en position 9 et 10. Ses effets
indésirables sont essentiellement hématologiques (neutropénie, trombopénie). Il peut éEtre
administré par voie orale ou par voie intraveineuse. En France, le topotécan est utilisé dans les
cas suivants (ANSM, 2017) :

- en monothérapie, dans le traitement du carcinome métastatique de l'ovaire aprés échec
d'une premiére ou plusieurs lignes de chimiothérapie.

- en monothérapie, dans le traitement du cancer du poumon a petites cellules chez les
patients en rechute et pour lesquels la réintroduction de la premicre ligne de traitement
n'est pas approprice.

- en association avec le cisplatine, dans le traitement du carcinome du col de 1'utérus
chez les patientes en rechute aprés radiothérapie ou présentant un stade IV-B de la
maladie, qui est défini par I'existence de métastases a distance.

L’irinotécan (Campto®) est modifié¢ au niveau des positions 7 et 10. C’est une prodrogue qui
est hydrolysée dans le foie par des carboxylestérases en SN-38, son métabolite actif (Rivory
et al., 1996). Le SN-38 est désactivé par le géne UGT1A1 (UDP glucuronosyltransférase-1
polypeptide Al) (Iyer et al., 1998). La toxicité de I’irinotécan est digestive (diarrhée) et
hématologique (neutropénie). Il est administré par voie intraveineuse dans le traitement des
cancers colorectaux avancés dans les cas suivants (ANSM, 2017):

- en monothérapie, aprés échec d'un traitement ayant comporté du S-fluorouracile (5-
FU).

- en association avec le 5-FU et 1'acide folinique (protocole FOLFIRI) chez les patients

n'ayant pas recu de chimiothérapie antérieure et dans un stade avancé de leur maladie.

D’autres molécules comportant des modifications au niveau des cycles A et B ont été
évaluées en préclinique et en essais cliniques. Le bélotécan (Camtobell®/CKD-602) (Figure
25) est actuellement en essai clinique de phase I/Il dans le cancer du poumon a petites
cellules, le cancer de I’ovaire et de I’'utérus en monothérapie ou en association
(ClinicalTrials.gov, 2017). 1l est utilis¢é en Corée du Sud dans le traitement du cancer du
poumon a petites cellules et du cancer de 1’ovaire (Lee et al., 1998; Yeo et al., 2013). Les
résultats des essais cliniques de 1’exatécan et du rubitécan n’ont pas rapporté¢ de réelles

améliorations par rapport aux molécules présentes sur le marché. Les résultats du gimatécan
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et du silatécan restent a €tre confirmés dans le traitement des tumeurs solides (Pourquier and

Lansiaux, 2011).

9 7
10
11 OH OH
0O o)
camptothecin 20 = camptothecin
(lactone) Y H (carboxylate) : N
Hsc/ H:;C/

CPT-11 (irinotecan)
prodrug

belotecan

H £

wd

Figure 25 : Structure des inhibiteurs de la Topl camptotécines. Représentations de la CPT sous ses conformations
lactone et carboxylate. L’irinotécan (CPT-11), le topotécan et le bélotécan, analogues de la CPT utilisés dans le traitement
anti-cancéreux. L’irinotécan est une prodrogue. Le SN-38 est son métabolite actif (D'apres Cuya et al., 2017).

d

Malgré les modifications des cycles A et B, les dérivés de la CPT présentent des
limitations pharmacologiques (Pommier, 2013). Du fait de leur réversibilité, I’administration
de ces dérivés nécessite de longues perfusions. De plus, ces molécules sont instables et
rapidement inactivées en carboxylates dans le sang. Par ailleurs, [I’expression des
transporteurs ABC tel que la glycoprotéine P (PgP) induit une chimiorésistance. Enfin, les

effets indésirables peuvent étre tres séveres (neutropénie, diarrhée).

Dans le but d’augmenter la demi-vie des analogues de la CPT afin d’éviter de longues
perfusions, des formes liposomales sont actuellement développées. La forme nanoliposomale

PEGylé de I’irinotécan (Onivyde) a été approuvée par la FDA en combinaison avec le 5-FU et
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I’acide folinique dans le traitement de 1’adénocarcinome du pancréas dans un stade avancé

(Passero et al., 2016).

Des molécules limitant ’ouverture du cycle E, les homocamptothécines, ont été
développées par ajout d’un groupement méthyléne sur le cycle E (Figure 26) (Lavergne et al.,
2000; Lavergne et al., 1998). Une deuxieme approche consistant a convertir le cycle E en un
cycle a cing membres a permis le développement des dérivés a-kéto (Figure 26) (Hautefaye et
al., 2003; Takagi et al., 2007). Bien que les homocamptothécines et les dérivés a-kéto soient
de puissants inhibiteurs in vitro, les essais cliniques menés n’ont pas abouti a des résultats
concluants puisque leur cytotoxicité n’est pas supérieure a celles des molécules présentes sur
le marché. Par ailleurs, un autre inhibiteur permettant de stabiliser la forme lactone, le CZ48,
a été développé apres addition d’un groupement propionate d’éthyle sur le cycle E (Figure 26)
(Liehr et al., 2000; Liu et al., 2013). Cet inhibiteur est actuellement en essai clinique de phase

I dans le traitement des lymphomes ou des tumeurs solides a un stade avancé de la maladie.

Homocamptothécine Dérivé a-kéto

diflomotecan HO™

Figure 26 : Structure des dérivés de la CPT modifiés au niveau du cycle E. Représentations de I’homocamptothécine :
diflomotécan, du dérivé a-kéto : S39625 et de CZ-48 (D'apres Capranico et al., 2017; Cuya et al., 2017).

11.3.2. Inhibiteurs non CPT

Afin de pallier les limites pharmacologiques des CPTs, de nouveaux poisons ciblant
directement la Toplcc mais possédant une structure différente de la CPT ont été développés.
Parmi ces inhibiteurs, il existe trois familles : les indolocarbazoles, les indénoisoquinolines et
les dibenzonaphthyridinones (Figure 27). Le premier inhibiteur testé en essai clinique a été
I’édotécarin de la famille des indolocarbazoles. L’édotécarin stabilise les Toplcc plus
efficacement que la CPT (Yoshinari et al., 1999). Cependant, les molécules de cette famille
présentent des effets cytotoxiques indépendants de I’inhibition de la Topl et sont donc

susceptibles d’engendrer d’autres effets indésirables que ceux observés avec les dérivés de la
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CPT. La famille des indénoisoquinolines augmente également la stabilité des Toplcc (Antony
et al., 2007; Pommier and Cushman, 2009). Ils sont plus stables que les CPTs car ils ne
possedent pas de cycle lactone. En comparaison aux CPTs, ces molécules ciblent des
séquences d’ADN différentes et n’interagissent pas avec les transporteurs ABC, ce qui limite
la résistance a ces molécules. Deux dérivés, I’indotécan (LMP400) et 1’indimitécan
(LMP776), sont actuellement en essai clinique de phase I dans le traitement des lymphomes et
des tumeurs solides avancées. La dernieére famille correspond aux dibenzonaphthyridinones
avec la molécule ARC-111. ARC-111 possede une meilleure cytotoxicité que les CPTs et est
insensible aux transporteurs ABC (Li et al., 2003). Le dérivé Genz-644282 est en essai

clinique de phase I dans le traitement des tumeurs solides (Kurtzberg et al., 2011).

Indolocarbazoles Indenoisoquinolines Dibenzonaphthyridinones

(CH,),0H

HI;J (CH,)OH

LMP-400

- LMP-776 ARC-111
HO Edotecarin
HO
OH
Figure 27 : Structure des inhibiteurs non-CPT. Représentations de I’indolocarbazole: ¢édotécarin, des

indénoisoquinolines : indotécan (LMP400) et indimitécan (LMP776) et du dibenzonaphthyridinones : ARC-111 (D'apres
Cuya et al., 2017; Pommier et al., 2010).

Il existe une catégorie d’inhibiteurs de Topl qui ne stabilisent pas les Toplcc. Ce sont
des inhibiteurs catalytiques qui agissent en bloquant deux ¢&tapes clés dans le cycle
catalytique de la Topl : (1) Ils inhibent la liaison entre la Topl et ’ADN ; (2) Ils préviennent
la formation des complexes de clivages. Ainsi, ils empéchent la formation de SSB de I’ADN
nécessaire a la relaxation de I’ADN (Bailly, 2000). Cependant, ces inhibiteurs (B-lapachone,
topostatine, kakuol) sont principalement des produits naturels, non spécifiques de la Topl, et
agissent a des concentrations souvent ¢levées (>1 uM) (Castelli et al., 2013; Pourquier and
Lansiaux, 2011). Récemment, une molécule appartenant a la classe des complexes des
macrocycles Au’* a été identifié comme inhibiteur catalytique de la Topl non conventionnel

(Akerman et al., 2014). Ce composé¢ s’intercale au niveau de I’ADN et empéche la formation
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de Toplcc. Toutefois, cet inhibiteur n’interagit pas directement avec la Topl. Cette classe

d’inhibiteurs pourrait constituer une nouvelle stratégie pour cibler la Topl.

11.4. Conséquences cellulaires de la CPT

I1.4.1. Effets sur la réplication

La stabilisation des Toplcc par la CPT induit I’inhibition de la synthése d’ADN. Cette
inhibition est tres rapide. Elle apparait aprés quelques minutes de traitement par la CPT. Elle
peut étre tres intense (70% de diminution par cellule aprés une heure de traitement) et persiste
plusieurs heures (jusqu’a 8 heures) apres le retrait de la molécule (Goldwasser et al., 1996;
Shao et al., 1999). Plusieurs mécanismes (direct ou indirect) sont impliqués dans 1’inhibition
de la synthése d’ADN par la CPT :

- La régression de la fourche de réplication médiée par PARP1 (Cf. Parties 11.4.3. et
I11.2.5.) (Ray Chaudhuri et al., 2012)

- L’arrét indirect de la réplication par activation des checkpoints de la phase S.
L’inhibition de Chkl restaure la synthése d’ADN inhibée par la CPT (Seiler et al.,
2007; Shao et al., 1997).

- L’inhibition de I’activité enzymatique de la thymidine kinase, enzyme impliquée dans la

synthése des nucléotides (Voeller et al., 2000).

I1.4.2. Effets sur la transcription

La CPT inhibe rapidement et de facon générale la transcription des ARNm et des ARNr
(Bendixen et al., 1990; Desai et al., 2003). Les mesures d’incorporation de 3H-uridine (Desai
et al., 2003) et de 5-éthynyl uridine (Cristini et al., 2016) ont montré une réduction de la
transcription a 20% apres seulement 10 minutes de traitement des cellules par 25 uM de CPT.
Cette inhibition peut s’expliquer via 1’arrét précoce de 1’¢élongation de la transcription apres
blocage de la progression de ’ARN pol II par les Toplcc stabilisés par la CPT (Bendixen et
al., 1990). De plus, I’accumulation de surenroulements de ’ADN di au blocage des Toplcc

par la CPT peut également justifier cette diminution (Darzacq et al., 2007; Garg et al., 1987).

Bien que la CPT inhibe de facon globale I’élongation de la transcription, de nombreuses

¢tudes ont montré que 1’inhibition de la Topl par la CPT affectait différemment 1’expression
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des genes (Collins et al., 2001; Lotito et al., 2009; Solier et al., 2013; Veloso et al., 2013;
Zhou et al., 2002). Zhou et al. a identifié¢ des profils d’expression génique différents en
fonction de la concentration en CPT. Par exemple, de faibles concentrations en CPT (20 nM)
augmentent I’expression de genes associés a la mitose et inhibent 1’expression de geénes
impliqués dans diverses fonctions (voies de signalisation calcium dépendantes, métabolisme
cellulaire, transduction de signal...), tandis que de fortes concentrations en CPT (1 uM)
induisent une augmentation des geénes de stress associés a p53 (Zhou et al., 2002). Lotito et al.
a identifié¢ 95 genes régulés par la CPT chez la levure. Parmi ces génes, 73 sont inhibés par la
CPT et sont impliqués dans diverses fonctions tels que le transport vésiculaire, 1’organisation
cellulaire ou les modifications protéiques. Par ailleurs, 22 génes régulant la progression du
cycle cellulaire, la mitose et la réplication de I’ADN ont été identifiés comme surexprimés en
réponse a la CPT. Cette surexpression est en partie régulée par les facteurs de transcription
Swi4 et Mbpl (Lotito et al., 2009). Plus récemment, deux études caractérisant la réponse
transcriptionnelle des genes sous CPT ont été réalisées sur le génome entier chez I’homme en
utilisant deux techniques différentes (Solier et al., 2013; Veloso et al., 2013). Par utilisation
de puces exons, le groupe de Pommier a analysé 1’expression de 18 537 geénes en réponse a la
CPT. Les résultats montrent que 1’expression est inhibée pour 20% des geénes et est
augmentée pour seulement 5% des geénes analysés (facteur de 2-fold minimum). Il semblerait
que la CPT inhibe les geénes surexprimés au niveau basal et au contraire augmente ceux qui
sont peu exprimés. Par ailleurs, la probabilité qu'un géne soit inhibé augmente plus ils sont
longs et possédent un nombre d’exons ¢€levé. De plus, il a été montré qu’au sein des geénes
inhibés, 10% étaient régulés par le miR-142-3p, dont I’expression est induite par la CPT
(Solier et al., 2013). L’effet du piégeage de la Topl par la CPT sur I’inhibition de la
transcription de longs génes a été¢ confirmé par le laboratoire de Ljungman par la méthode de
Bru-Seq. Le Bru-Seq consiste a marquer les ARN avec le dérivé nucléosidique bromouridine
(Bru), puis isoler les ARN nouvellement transcrits et enfin analyser le génome entier. Des
fibroblastes ont été traités pendant 45 min avec 20 uM de CPT avant de marquer I’ARN
nouvellement transcrit par le Bru pendant 15 min. Dans ces cellules, la CPT inhibe la
transcription de 1142 genes et augmente celle de 919 genes (facteur de 2-fold minimum). De
fagon intéressante, les résultats ont montré que la CPT modifie la balance survie/apoptose en
induisant généralement 1’expression de genes pro-apoptotiques courts et de geénes cibles de
p53 alors qu’elle réduit I’expression de proto-oncogenes et de geénes anti-apoptotiques longs
(Veloso et al., 2013). En accord avec les études précédentes, une analyse par RNA-seq de

I’expression des genes dans des neurones corticaux de souris a rapporté I’effet d’un traitement

65



de 3 jours de topotécan sur ’inhibition transcriptionnelle des geénes longs (> 200 kb) et sur
I’augmentation de celle des génes courts (<67 kb) (King et al., 2013). De facon intéressante,
King et al. a constaté que les geénes longs inhibés par le topotécan étaient également inhibés dans
des cellules déficientes en TOPI1, suggérant ainsi que I’inhibition de 1’¢longation des génes ne
dépend pas des Toplcc stabilisés mais de I’effet de Topl (King et al., 2013). A I’inverse, la
déplétion de TOP1 n’augmente pas 1’expression globale des génes courts contrairement au
topotécan (King et al., 2013). Ce résultat révele que I’augmentation de la transcription par le
topotécan dépend de son effet sur la stabilisation des Toplcc et non de I’inhibition de la TOP1.
Par ailleurs, cette étude a permis de révéler le potentiel role de la TOPI dans le
développement des neurones et des fonctions synaptiques. En effet, de nombreux geénes
inhibés par le topotécan sont liés a I’autisme (King et al., 2013). En accord avec ces
observations, des mutations de Topl ont été retrouvées chez certains patients présentant des

troubles du spectre autistique (lossifov et al., 2012; Neale et al., 2012).

A ce jour, les mécanismes mis en jeu dans I’augmentation de la transcription des génes
par la CPT ont été peu étudiés. Deux ¢€tudes ont décrit comment le topotécan pouvait réguler
positivement I’expression du géne Ube3a en inhibant le long ARN non codant (IncRNA) anti-
sens Ube3a-ATS (Huang et al., 2011; Powell et al., 2013). Le topotécan augmente la
formation de R-loops sur le locus de Snord116 (Powell et al., 2013). L’accumulation de R-
loops induit la décondensation de la chromatine et I’inhibition de 1’élongation de I’ARN pol
II, ce qui mene a I’inhibition de I’expression du IncRNA Ube3a-ATS. Ube3a-ATS réprime
I’expression du geéne paternel Ube3a. Ainsi, en inhibant Ube3a-ATS, le topotécan induit la

réexpression d’Ube3a (Huang et al., 2011; King et al., 2013; Powell et al., 2013).

D’autres mécanismes décrits dans la littérature pourraient étre impliqués dans
I’augmentation de la transcription des genes par la stabilisation des Toplcc. Il semblerait que
la CPT affecte la terminaison de la transcription des génes courts en stimulant la transcription
en aval du site d’addition de la queue poly(A) en 3 (Veloso et al., 2013). Ceci est en accord
avec une ¢étude qui montre que des cellules doubles mutantes Topl-Top2 ont une
augmentation du taux de transcription dans la région 3’ de terminaison de la transcription
comparé aux cellules controles (Durand-Dubief et al., 2011).

De plus, la CPT augmente I’expression d’ARN enhancers (¢RNA), qui correspondent a
des ARN courts non codants, a partir d’éléments enhancers, comme par exemple 1’enhancer

FOS. Cependant, la conséquence de I’induction d’eRNA est controversée puisque le taux
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d’expression du géne FOS n’est pas augmentée par la CPT malgré I’augmentation de ’eRNA
(Veloso et al., 2013).

Par ailleurs, la CPT diminue la compaction de la chromatine en inhibant la liaison de
I’histone linker H1 a I’ADN et en augmentant I’acétylation de 1’histone H3 le long du gene.
De plus, la CPT augmente ’acétylation de 1’histone H4 dans les régions hautement transcrites
et en région 3°. Malgré ses effets sur la relaxation de la chromatine, la CPT diminue
I’expression des génes H2AB et H3B en inhibant 1’élongation de la transcription dans le corps
du geéne (Khobta et al., 2006). En outre, il a ét¢ montré que la mutation inhibitrice de Top1
augmente la transcription des geénes en acétylant I’histone H4 et en méthylant 1’Histone 3
Lysine 4 (H3K4me) dans les régions sub-télomériques chez la levure (Lotito et al., 2008).
Ainsi, il semblerait qu’en fonction de la région impliquée, la Topl régule différemment la
transcription des genes.

La CPT pourrait modifier I’¢longation de la transcription en induisant la redistribution
de I’ARN pol II le long des genes transcrits (Baranello et al., 2010; Khobta et al., 2006). Des
5 a 10 minutes de traitement par la CPT, le taux d’ARN pol II est réduit au niveau des sites de
pauses et transitoirement augmenté au niveau des exons internes des genes c-Myc et GAPDH
(Capranico et al., 2007; Khobta et al., 2006). Il a ét¢é montré que la CPT augmente la
libération de I’ARN poll II du site de pause sur le géne HIF-1a (hypoxia-inducible factor 1a)
et active la transcription de I’ARN anti-sens 3’aHIF-1a (Baranello et al., 2010). La CPT
entraine la libération du facteur positif d’¢longation de la transcription P-TEFb (Positive
Transcriptional Elongation Factor b) qui était séquestrée sous forme inactive au sein du
complexe 7SK snRNP (small nuclear ribonucleoprotein complex) (Amente et al., 2009;

Capranico et al., 2010).

I1.4.3. Réparation des Toplcc irréversibles induits par la CPT

Une des conséquences de 1’inhibition de Top!l par la CPT est la formation des Toplcc
irréversibles.

Trois voies principales sont impliquées dans la réparation des Toplcc irréversibles
(Figure 28) (Ashour et al., 2015; Pommier et al., 2006):
- Voie des hélicases (Figure 28A) : Réversion des Toplcc par religation de I’extrémité 5’OH
intacte du brin clivé au brin li¢ a la Topl apres régression de la fourche de réplication en

réponse a la CTP. Cette voie nécessite 1’activité d’hélicases RecQ, tels que BLM et WRN, et
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de la Top3a (Pommier et al., 2006; Pommier et al., 2003). La régression de la fourche de
réplication est médiée par I’activité de PARP1 qui inhibe RecQ1 et empéche ainsi la fourche
de redémarrer avant la fin de la réparation (Berti et al., 2013; Ray Chaudhuri et al., 2012).

- Excision de la Topl par TDP1 (Tyrosyl-DNA Phosphodiesterase 1) (Figure 28B). La Topl
est dégradée par le protéasome et la liaison phosphodiester est clivée par TDP1 (Desai et al.,
1997; Pouliot et al., 1999). TDPI est recrutée par la protéine PARP1 avec laquelle elle forme
un complexe (Das et al., 2014). TDP1 génére un lien 3’phosphate qui est ensuite hydrolysé
par PNKP (Polynucleotide Kinase Phosphatase) et religué par la ligase III. TDP1, PARPI,
PNKP et la ligase III forme un complexe avec XRCC1 (X-ray repair cross complementing 1)
(Das et al., 2014).

- Voie des endonucléases (Figure 28C) : Excision de la Topl de ’ADN par différentes
endonucléases (Mus81-Emel, XPF-ERCCI...). Les cassures résultantes sont réparées par

HR ou c-NHEJ (Regairaz et al., 2011; Zhang et al., 2011b).

Le choix de la voie dépend, au moins en partie, de la nature de la l1ésion de I’ADN. Les
voies des hélicases et des endonucléases réparent préférentiellement les Toplcc associés a la
réplication. La voie d’excision par TDP1 répare préférentiellement les Toplcc associés a la

transcription.
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Figure 28 : Représentation schématique des trois voies impliquées dans la réparation des Toplcc induits par la CPT.
(A) Voie des hélicases. Les Toplcc sont réversés par I’extrémité 5°OH aprés régression de la fourche de réplication. La
régression et le redémarrage de la fourche nécessitent 1’activité des hélicases. (B) Excision de la Top1 par TDP1. La Top1 est
dégradée par le protéasome et la liaison phosphodiester est clivée par TDP1. Le lien généré est hydrolysé par PNKP et
religué par la ligase III. (C) Voie des endonucléases. Les Toplcc sont excisés par différentes endonucléases et la Topl est
libérée du fragment d’ADN. La DSB résultante est réparée par HR ou ¢c-NHEJ (Adapté d'Ashour et al., 2015)

I1.4.4. Production de DSB réplicationnelles et transcriptionnelles

Les Toplcc sont normalement rapidement réversés aprés le retrait de la CPT
(Goldwasser et al., 1996). De courtes expositions a la CPT sont généralement peu toxiques
pour la cellule (< 60 min) (Holm et al., 1989). De longues expositions a la CPT sont
nécessaires pour induire I’apoptose. La cytotoxicité de la CPT résulte de la conversion des
Toplcc stabilisés réversibles en dommages de I’ADN irréversibles (cassure double-brin de
I’ADN = DSB) apres les processus de réplication et de transcription (Holm et al., 1989;
Hsiang et al., 1989a; Pommier, 2006). Les DSB induites par la réplication sont le mécanisme
cytotoxique majeur des inhibiteurs de la Topl dans les cellules en division. En effet, les
cellules cancéreuses sont plus résistantes a la CPT quand elles ne sont pas en phase S
(Horwitz and Horwitz, 1973; O'Connor et al., 1991) ou quand elles sont prétraitées avec un
inhibiteur de la réplication (Holm et al., 1989; Hsiang et al., 1989a). Ces cassures
réplicationnelles sont obtenues avec des faibles concentrations en CPT (< 1 uM) (Holm et al.,
1989; O'Connor et al., 1991). A des concentrations plus élevées (> 1 uM), les dommages

induits par la CPT peuvent dépendre de la transcription (Pommier, 2006). Ainsi, la CPT peut
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induire une apoptose transcription dépendante dans des cellules non-réplicatives comme par

exemple des fibroblastes quiescents (Cristini et al., 2016).

11.4.4.1 DSB réplicationnelles

Deux mécanismes impliqués dans la production de cassures double-brin
réplicationnelles (Rep-DSB) ont été décrits (Figure 29). Le premier mécanisme détaillé est le
modele «replication run-off » (Figure 29A) (Strumberg et al., 2000). II correspond a la
conversion des Toplcc bloqués sur le brin leader en Rep-DSB aprés réplication du dernier
nucléotide du brin néosynthétisé par I’ADN polymérase. L extrémité 5’ du brin leader est
phosphorylé et permettrait d’empécher la religation par la Topl (Strumberg et al., 2000). Le
deuxiéme modele montre que la formation des Rep-DSB est médiée par le complexe
endonucléasique Mus81-Emel (Figure 29B) (Regairaz et al.,, 2011). La stabilisation des
Toplcc par la CPT induit la formation de surenroulements positifs en amont de la fourche de
réplication, ce qui bloque sa progression. Le clivage par Mus81-Emel des fourches de
réplication bloquées permet de supprimer les surenroulements positifs et de rétablir la
poursuite de la réplication. Ainsi, bien que ce complexe induise des Rep-DSB, il protege les
cellules de la mort cellulaire induite par la CPT. En effet les cellules déficientes en Mus81

sont hypersensibles a la CPT (Regairaz et al., 2011).

A Replication run-off B Rep-DSB médiée par Mus81
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Figure 29 : Mécanisme de production des cassures double-brin réplicationnelles (Rep-DSB) par Toplce. (A)
Représentation du modéle de réplication run-off. Pendant la synthése d’ADN, lorsque Toplcc est bloqué par la CPT
(rectangle vert) sur le brin leader, I’ADN polymérase prolonge le brin néosynthétisé jusqu’au dernier nucléotide, générant
ainsi une Rep-DSB, nommée « double strand-end » (DSE). L’extrémité 5° du brin leader est phosphorylé (Strumberg et al.,
2000). (B) Représentation du modele de production de Rep-DSB médié par Mus81-Emel. Mus81-Emel induit le clivage des
fourches de réplication bloquées par 1’accumulation de surenroulements positifs générés par la stabilisation des Toplcc par la
CPT. Cette illustration représente un Toplcc bloqué sur le brin leader. Le méme mécanisme s’applique lorsque Toplcc est
bloqué sur le brin retardé. Le triangle violet représente I’ADN polymérase (Regairaz et al., 2011). (Adapté de Regairaz et al.,
2011).

70



I1.4.4.2 DSB transcriptionnelles

De facon similaire a la réplication, les Toplcc stabilisés par la CPT sont converties en
Toplcce irréversibles apres collision avec I’ARN pol II sur le brin d’ADN matrice (Wu and
Liu, 1997). La fréquence des complexes irréversibles est plus importante dans les régions
proches du promoteur. Ce gradient de concentrations peut étre expliqué par la diminution de
I’activité transcriptionnelle aux sites distants du promoteur suite a ’arrét de 1’élongation de
I’ARN pol II di a la présence de Toplce le long de la région transcrite (Bendixen et al.,
1990).

Le collision entre I’ARN pol II et Toplcc aboutit a la production de cassures simple-
brin transcriptionnelles (TC-SSB) (Lin et al., 2008; Wu and Liu, 1997) mais également de
cassures double-brin transcriptionnelles (TC-DSB) (Figure 30) (Cristini et al., 2016; Sordet et
al., 2010; Sordet et al., 2009). Les TC-DSB dépendent de la transcription puisque 1’inhibition
de la transcription par le 5,6-dichloro-1-beta-D-Ribofuranosyl Benzimidazole (DRB), le
flavopiridol (FLV) ou I’a-amanitine abolit la production des DSB induites par la CPT dans
des cellules post-mitotiques (lymphocytes et neurones primaires) (Sordet et al., 2009).
Cependant, les mécanismes de production des DSB médiés par la transcription sont
relativement peu caractérisés par rapport a ceux impliqués dans I’induction des dommages par
la réplication. La premicre SSB, qui résulte d’un défaut de réparation d’un Toplcc par la voie
d’excision par TDPI1, est requise pour la formation d’une DSB (Cristini et al., 2016).
Plusieurs mécanismes non-exclusifs expliquant la production de la deuxiéme SSB aboutissant
a la formation de la DSB sont envisagés. Le premier correspondrait a la présence de deux
Toplcc proches situés sur les brins opposés. Cette hypothése parait plausible du fait de la
grande concentration de Topl dans les régions hautement transcrites (Khobta et al., 2006).
Deuxiemement, il se pourrait que la SSB du brin opposé résulte de la réparation d’une 1ésion
endogéne de I’ADN qui formerait une coupure (Pourquier et al., 1997a). Enfin, il se pourrait
que la deuxiéme SSB résulte du clivage d’une R-loop. En effet, la surexpression de la RNase
H1, enzyme qui dégrade I’ARN des hybrides ADN-ARN, inhibe 1’induction de YH2AX par la
CPT dans des neurones post mitotiques et des cellules Hela dans lesquelles la réplication a été
bloquée par I’aphidicoline (Sordet et al., 2009). La formation de R-loops peut étre causée par
I’accumulation de surenroulements négatifs derriere les complexes de transcription bloqués
par les Toplcc (Drolet et al., 1994). L’inhibition de 1’activité SR kinase de Top1 par la CPT
pourrait également favoriser la génération de R-loop en interférant avec 1’épissage par

hypophosphorylation des facteurs ASF/SF2 (Figure 30) (Soret et al., 2003; Tuduri et al.,
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2009). Plus récemment, il a ét¢ montré que la conversion des R-loops en DSB dépend de
I’activité des facteurs de la réparation des dommages par excision de nucléotides couplés a la
transcription (TC-NER) tels que les endonucléases XPF et XPG (xeroderma pigmentosum
group F/G) et la protéine Cockayne syndrome group B (CSB) (Sollier et al., 2014). 1l se
pourrait que ces facteurs TC-NER participent a la production de TC-DSB en réponse a la
CPT.

De futures études permettront de caractériser le processus de production des TC-DSB et

I’implication des R-loops dans ce mécanisme.

Epissage défectueux

SIS

Accumulation de surenroulements négatifs
favorisant la formation de R-loops

v

TC-DSB

Figure 30 : Représentation schématique de la production des cassures double-brin transcriptionnelles (TC-DSB) par
Toplce. Toplce est bloqué par la CPT (rectangle rouge) sur le brin transcrit et entre en collision avec I’ARN polymérase II.
La collision convertie le Toplcc réversible en Toplec irréversible et génére une TC-DSB. L’accumulation de
surenroulements négatifs derriére I’ARN polymérase II et I’inhibition de I’activité SR-kinase de Top1 par la CPT pourraient
favoriser la formation de R-loops (Adapté de Sordet and Solier, 2012).

I1.4.5. Conséquences cellulaire des DSB induites par la CPT

Apres formation d’une DSB induite par la CPT, des mécanismes de réponse aux
dommage a ’ADN (DDR = DNA Damage Response) incluant les voies de réparation de
I’ADN, I’arrét du cycle cellulaire et/ou I’apoptose sont activés (Jackson and Bartek, 2009).

I1.4.5.1 Activation de la DDR en réponse aux DSB induites par la CPT

Les protéines senseurs ATR (ATM Rad3-Related Protein), ATM (Ataxia Telangiectasia
Mutated) et DNA-PK (DNA-dependent Protein Kinase) sont recrutées au niveau de la DSB
induite par la CPT et initient la DDR avec notamment les phosphorylations de H2AX en
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sérine 139 (nommée YH2AX), de RPA (Replication protein A) et de p53 (Pommier, 2006).
ATM et ATR transduisent le signal du dommage en activant leur substrats respectifs Chk1 et
Chk2. Bien que Chkl et Chk2 soient rapidement induites pas de faibles doses de CPT, il
semblerait que la voie ATR/Chkl soit majoritairement activée en réponse aux Rep-DSBs
(Furuta et al., 2003). Au contraire, les TC-DSB induites par la CPT sont dépendantes de
I’activation d’ATM et indépendantes d’ATR (Huang et al., 2010; Lin et al., 2008; Sakasai et
al., 2010; Sordet et al., 2009). Des altérations dans 1’expression de ces protéines sensibilisent

les cellules cancéreuses a la CPT (Pommier, 2006).

11.4.5.2 Réparation des DSB induites par la CPT

Les DSB sont réparées majoritairement par recombinaison homologue (HR) ou par
jonction d'extrémités non homologues (c-NHEJ). Lors de la collision entre un Toplcc bloqué
par la CPT et la fourche de réplication, le mécanisme de « replication run-off » génére une
DSB a I’extrémité de la fourche de réplication. Cette DSB, nommée « double strand-end »
(DSE), est préférentiellement réparée par HR en phase S (Adachi et al., 2004; Pommier,
2006). Les mutations inhibitrices de geénes impliqués dans la HR tels que RADS51, RADS2,
RAD54, BRCA2 ou encore XRCC2 conférent aux cellules une hypersensibilité a la CPT
(Ambrosini et al., 2008; Hinz et al., 2003; Maede et al., 2014; Marple et al., 2006; Nitiss and
Wang, 1988; Rahden-Staron et al., 2003). Le role que joue c-NHEJ dans la réparation des
DSB induites par la CPT n’est pas clairement défini. En effet, les cellules déficientes en
DNA-PK, Ku70, Artemis ou XRCC4 sont plus sensibles a la CPT ou au topotécan (Darroudi
et al., 2007; Katsube et al., 2011; Shao et al., 1999; Tian et al., 2007). D’autres études
montrent, au contraire, qu’une inhibition de DNA-PK, Ku70 ou de la ligase IV induit une
résistance des cellules en réponse a la CPT (Adachi et al., 2004; Maede et al., 2014; Otsuki et
al., 2007)

I1.4.5.3 Apoptose induite par la CPT

La CPT induit I’activation des voies classiques de [’apoptose. La voie principale
impliquée dans I’activation de I’apoptose induite par la CPT est la voie intrinseque
correspondant a la libération de molécules pro-apoptotiques par la mitochondrie (Figure 31)
(Sordet et al., 2003). La CPT augmente la perméabilit¢ de la membrane externe de la
mitochondrie (Solary et al., 2000; Solary et al., 2001). Ce processus est régulé¢ par les
protéines de la famille Bcl-2 (Delbridge et al., 2016; Gross et al., 1999). Cette famille inclue
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des protéines qui sont soit anti-apoptotiques, tels que Bcl-2 et Bcl-xL, ou pro-apoptotiques,
comme entre autres Bax et Bak. La perméabilisation de la membrane externe de la
mitochondrie entraine la libération de molécules pro-apoptotiques dans le cytosol. Parmi ces
protéines, AIF (apoptosis inducing factor) et I’endonucléase G induisent directement
I’apoptose par condensation de la chromatine et fragmentation de I’ADN. D’autres molécules,
incluant le cytochrome ¢, Smac-Diablo et Htra2-Omi, activent les caspases (Tait and Green,
2010). Le cytochrome c interagit avec la protéine Apaf-1, en présence d’ATP, ce qui permet
le recrutement de la procaspase-9 dans un complexe appelé « apoptosome » (Saleh et al.,
1999; Srinivasula et al., 1998). La formation de ce complexe entraine 1’autoactivation et
I’activation de la caspase-9 mature, qui a son tour active d’autres caspases 9 ainsi que les
caspases-3 et 7. Par la suite, la caspase-3 active d’autres caspases en aval au sein d'une
cascade protéolytique (Slee et al., 1999). Simultanément avec le cytochrome ¢, Smac-Diablo
et Htra2-Omi sont libérés afin de neutraliser I’effet inhibiteur des protéines IAPs (Inhibitors

of Apoptosis Proteins) sur les caspases-3, 7 et 9 (Vaux and Silke, 2003).

Dans certaines cellules, la CPT active la voie extrinséque de I’apoptose impliquant le
récepteur de mort Fas (appelé aussi APO-1 et CD95) (Figure 31). La liaison de Fas avec son
ligand naturel FasL induit le recrutement de la protéine adaptatrice FADD (Fas-Associated
protein with Death Domain) qui permet a son tour le recrutement de la procaspase-8, afin de
former le DISC (Death-Inducing Signaling Complex) (Chinnaiyan et al., 1995; Medema et al.,
1997). Au sein de ce complexe, la caspase-8 s’autoactive et induit 1’apoptose en clivant
directement les caspases effectrices 3 et 7 ou indirectement via la voie mitochondriale
(Scaffidi et al., 1998). La CPT augmente I’expression de Fas et FasL (Chatterjee et al., 2001;
Shao et al., 2001). Cependant, I’implication de la voie extrinséque dans ce mécanisme semble
étre minoritaire puisque l’inhibition de I’interaction entre FasL et Fas ne supprime pas

I’apoptose induite par la CPT (Shao et al., 2001).

L’apoptose induite par la CPT met en jeu certains mécanismes dépendant de la protéine
p53. p53 est impliquée dans de nombreux processus apoptotiques. Par exemple, p53 peut agir
en tant que facteur de transcription des protéines pro-apoptiques de la famille Bel-2 (Bax,
Bid) ou directement au niveau de la mitochondrie dans un mécanisme indépendant de la
transcription (Chipuk and Green, 2006; Mihara et al., 2003). Malgré I’implication de p53 dans
les processus d’apoptose, la CPT induit ’apoptose dans les cellules leucémiques HL60

déficientes en p53 (Shimizu and Pommier, 1997; Solary et al., 1994). Ainsi, la CPT est
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capable d’induire 1’apoptose indépendamment de p53, notamment via le récepteur nucléaire
Nur77 (Lin et al., 2004) et la kinase checkpoint Rad9 qui ciblent directement la mitochondrie
(Komatsu et al., 2000).
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Figure 31 : Schéma des voies apoptotiques activées par la CPT. La CPT active principalement la voie intrinséque (ou voie
mitochondriale) de I’apoptose. Cette voie implique la libération par la mitochondrie de molécules pro-apoptotiques (AIF,
cytochrome ¢, Smac-Diablo) aboutissant a I’activation de caspases effectrices (3 et 7) ou a la fragmentation de la chromatine.
La perméabilisation de la membrane mitochondriale est régulée par les protéines de la famille Bcl-2 (pro-apoptotiques :
Bax/Bak, anti-apoptotiques : Bcl-2/Bcl-xL). La voie extrinséque est minoritaire dans 1’induction de 1’apoptose par la CPT.
L'activation du récepteur de mort Fas par son ligand FasL induit le recrutement du complexe DISC composé de la molécule
adaptatrice FADD et de la procaspase-8. L’autoclivage de la caspase 8 permet d’activer la voie mitochondriale via la protéine
Bid ou d’activer les caspases effectrices (3 et 7) (Sordet and Solier, 2012).
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III. La protéine PARP1

I11.1. Famille PARP et PARylation

[II1.1.1. PARylation

L’ADP ribosylation est une modification post-traductionnelle catalysée par les ADP-
ribosyl-transférases (ART), identifiée pour la premieére fois en 1966 par Chambon et al.
(Chambon et al., 1966). Cette réaction correspond au transfert de groupements ADP-ribose
chargés négativement a partir d’une molécule donneuse NAD' (nicotinamide adénine
dinucléotide) sur des protéines acceptrices (Figure 32). Ce mécanisme entraine la libération
concomitante d’une molécule de nicotinamide et d’un proton.

Dix-sept protéines possédant une activité catalytique ART sont regroupées au sein de la
famille des poly(ADP-ribose) polymérases (PARP). En raison de leur activité transférase et
non polymérase, ainsi que de la similarité avec le site actif des toxines bactériennes ART
comme celle de la diphtérie, une nouvelle nomenclature a été proposé afin de désigner la
famille PARP en tant que famille ARTD (diphteria-toxin-like ADP-ribosyltransferase)
(Hottiger et al., 2010).

Les protéines PARP catalysent 1’addition de résidus ADP-riboses sur elles-mémes
(réaction d’automodification) ou sur des protéines acceptrices (réaction d’hétéromodification)
(Figure 32). La plupart des membres de la famille PARP sont capables de transférer
uniquement un seul groupement mono-ADP-ribose (MAR) sur leur protéine cible. Quatre
protéines (PARP1, PARP2 et les tankyrases PARP5a et PARPSb) générent de longues
chaines linéaires ou ramifiées de poly(ADP-ribose) (PAR) en additionnant des unités répétées
d’ADP ribose (jusqu’a 200 unités) (Figure 32). Ces réactions sont nommées MARylation et
PARylation pour mono- et poly-ADP ribosylation respectivement (Schreiber et al., 2006). La
PARylation se divise en trois étapes successives (Figure 32). L’initiation consiste au transfert
d’un ADP ribose sur des résidus glutamates, aspartates, lysines ou cystéines de la protéine
acceptrice par une liaison ester (Vyas et al.,, 2014). L’¢longation et le branchement
correspondent a [’attachement des résidus d’ADP-ribose par des liaisons 2’17’-O-

glycosidiques.
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Figure 32 : Synthése du Poly(ADP-ribose) (PAR). En réponse a une cassure de I’ADN, PARP1 et PARP2 hydrolysent le
NAD?, libérant ainsi une molécule de nicotinamide (Nam) et un proton (H), et catalysent 1’addition successive de résidus
ADP-ribose sur des protéines acceptrices ou sur elles-mémes. La réaction est initiée par une liaison ester covalente entre le

premier ADP-ribose et I’acide aminé accepteur (glutamate, aspartate, lysine ou cystéine). Les polymeres d’ADP-ribose
suivant sont attachés par des liaisons 2°1°’-O-glycosidiques de fagon linéaire ou ramifié. Jusqu’a 200 unités d’ADP-riboses
peuvent étre ajoutées. Ade : adenine ; Rib : ribose, P : phosphate (D'apres Schreiber et al., 2006).

II1.1.2. Mécanismes de la liaison du PAR sur les protéines

La liaison covalente du PAR (PARylation) peut entrainer des modifications importantes
sur la protéine acceptrice en terme de structure et de fonction. La PARylation peut ainsi
réguler 1’activité, la localisation en encore les interactions protéine-protéine de sa cible. La
réaction de PARylation est rapidement augmentée en réponse a un dommage a I’ADN. Des
¢tudes protéomiques ont permis d’identifier les protéines PARylées sous stress génotoxique
(Jungmichel et al., 2013; Zhang et al., 2013). Récemment, une nouvelle technique pour
détecter les protéines PARylées, sans stimulation préalable par un stress génotoxique, a été
développée. Cette méthode consiste a associer un mutant de PARP1 et un analogue du NAD™
dans des extraits nucléaires de cellules HeLa puis a détecter les protéines PARylées par
chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse en tandem (LC-MS/MS)
(Gibson et al., 2016). Les protéines PARylées sont majoritairement impliquées dans la
réparation des dommages 1I’ADN, la modification de la structure de la chromatine, la
régulation réplicationnelle et transcriptionnelle ou encore le métabolisme de ’ARN (Gibson

et al., 2016; Jungmichel et al., 2013; Zhang et al., 2013).

De plus, les protéines PARylées peuvent établir des liaisons non convalentes avec des

protéines cibles. En effet, certaines protéines possedent un site de liaison au PAR dans leur
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structure. Ce domaine de liaison au PAR permet le recrutement de protéines cibles par les
protéines PARylées vers une localisation précise. Les domaines de liaison au PAR sont
divisés en quatre classes : le motif de liaison au PAR (PBM = PAR-binding linear motif), le
domaine macro (Macrodomain), le doigt de zinc de liaison au PAR (PBZ = PAR-binding
zinc-finger) et le domaine WWE (Figure 33) (De Vos et al., 2012; Gibson and Kraus, 2012).

Ces motifs de liaison reconnaissent des structures distinctes au sein du PAR.

III.1.2.1 Le motif PBM

Les PBMs sont présents dans les protéines impliquées dans la réponse aux dommages a
I’ADN (DDR) et la réparation de ’ADN (ex : PARPI, XRCCI, ligase III, DNA-PKs,
MREL11, p53), le remodelage de la chromatine (ex : Core histones), la régulation de la
transcription (ex : NF-kB) et la régulation de la topologie de I’ADN (ex : Topl, Top2a et 2f3)
(Krietsch et al., 2013). Le PBM correspond a une séquence d’une vingtaine d’acide aminés
dont le motif est: [HKR]i-X2-X3-[AIQVY]4-[KR]s-[KR]6-[AILV]7-[FILPV]s (X= acide
aminé quelconque), alternant des groupements d’acides aminés basiques et hydrophobes
(Gagne et al., 2008). Dans la majorité des cas, I’interaction avec le PAR permet une
relocalisation des protéines. Par exemple, la liaison de XRCC1 avec le PAR initie son
recrutement au niveau d’un site de cassure simple brin (SSB) (Cf. partie IIIB1a). Bien que le
PBM fut le premier domaine de liaison au PAR découvert et le plus abondant, son interaction

au sein de la structure du PAR est peu caractérisée.

I11.1.2.2 Le domaine macro

Le domaine macro correspond a une séquence conservée de 130 a 190 acides aminés du
variant d’histone macroH2A (Pehrson and Fried, 1992). Le domaine macro est retrouvé dans
la séquence de la protéine de remodelage de la chromatine, ALC1, celles des PARP 9, 14 et
15 ainsi que celles des enzymes impliquées dans le catabolisme de PAR ou de MAR, tels que
PARG, TARGI, MacroD1 et MacroD2 (Ahel et al., 2009; Rosenthal et al., 2013; Slade et al.,
2011). Le domaine macro lie les résidus PAR via une poche hydrophobe (Karras et al., 2005).
Ainsi, il interagit avec I’ ADP-ribose libre ou en position terminale du PAR (Timinszky et al.,

2009).
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I11.1.2.3 Le domaine PBZ

Le domaine PBZ a été identifi¢ dans deux protéines, la protéine APLF (aprataxin and PNKP
like factor) impliquée dans la réparation de I’ADN et [’ubiquitine ligase CHFR (Checkpoint
with fork-head associated and ring finger domains) impliquée dans le controle du cycle
cellulaire (Ahel et al., 2008; Oberoi et al., 2010). Il consiste en deux doigts de zinc de type
C2H2 et de séquence consensus [K/R]xxCx[F/Y]GxxCxbbxxxxHxxx[F/Y]xH (X= acide
aminé quelconque) (Ahel et al., 2008; Eustermann et al., 2010). La présence de zinc est
nécessaire a la liaison du domaine PBZ au PAR (Ahel et al., 2008). Le domaine PBZ est
capable de reconnaitre la structure interne du PAR en liant deux adénines adjacentes et le lien
glycosidique entre les jonctions ADP-ribose — ADP-ribose (Eustermann et al., 2010; Oberoi et
al., 2010).

I11.1.2.4 Le domaine WWE

Le domaine WWE, le dernier domaine de liaison au PAR découvert, a été dénommé ainsi en
raison de la conservation des deux résidus, tryptophane (W) et acide glutamique (E) (Aravind,
2001). II est présent dans de nombreuses PARP (PARP7, 11, 12, 13, 14) et ubiquitines-E3
ligases (RNF146, ULF, HUWEI) (Kalisch et al., 2012). Au sein du PAR, le domaine WWE
reconnait la structure iso-ADP-ribose qui correspond a I’'unité du PAR contenant la liaison

glycosidique ribose-ribose (Wang et al., 2012).
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Figure 33 : Sites de reconnaissance de la structure du PAR par les domaines de liaison au PAR. Le domaine macro
(macrodomain) lie les résidus PAR libres ou en position terminale. Le domaine PBZ peut lier deux adénines adjacentes ainsi
que le lien glycosidique entre les jonctions ADP-ribose — ADP-ribose. Le domaine WWE reconnait la structure iso-ADP-
ribose. Le mode de reconnaissance du motif PBM, n’a pas encore été déterminé. (D'aprés Gibson and Kraus, 2012).
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I11.1.3. Catabolisme de PAR

La PARylation régule de nombreux processus biologiques dans la cellule (Cf Partie
I11.2.), ce qui implique le contrdle précis de son métabolisme. Le niveau de PAR peut étre
régulé par les PARP ou par des mécanismes de dégradation des chaines d’ADP-ribose par
diverses enzymes. Ainsi, en réponse a un dommage de I’ADN, la durée moyenne du PAR est
courte (1 a 6 min) alors qu’elle est beaucoup plus longue en conditions normales (environ 7 h)

(Alvarez-Gonzalez and Althaus, 1989).

Plusieurs enzymes sont impliquées dans le catabolisme de PAR (Figure 34). La
poly(ADP-ribose) glycohydrolase (PARG) et I’ADP-ribosyl-acceptor hydrolase 3 (ARH3)
hydrolysent le PAR mais sont incapables d’enlever le dernier résidu liée a la protéine cible
par liaison ester, aboutissant ainsi a la formation de protéines mono-ADP-ribosylées (Brochu
et al., 1994; Miwa and Sugimura, 1971; Mueller-Dieckmann et al., 2006; Oka et al., 2006;
Ueda et al., 1972). Les enzymes ARH1, MacroD1, MacroD2 et TARG1/C60rf130 possedent
une activit¢é ADP-ribosylhydrolase leur permettant de détacher le dernier résidu d’ADP-ribose
li¢ a la protéine cible (Chen et al., 2011; Mashimo et al., 2014; Sharifi et al., 2013). Par
ailleurs, contrairement aux autres enzymes, TARGI (terminal ADP-ribose protein
glycohydrolase 1)/C6orfl130 est capable de libérer des chaines entieres de PAR incluant
I’unité terminale d’ ADP-ribose (Sharifi et al., 2013).
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Figure 34 : Catabolisme de PAR. Les protéines PARG et ARH3 dégradent le PAR et libérent des unités ou des polymeres
d’ADP-ribose. ARH1, MacroD1, MacroD2 et TARG1/C60rf130 détachent le dernier résidu d’ADP ribose spécifiquement a
I’acide aminé impliqué dans la liaison avec la protéine acceptrice. TARG1/C60rf130 est capable de libérer des chaines
entiéres de PAR (D'aprés Steffen and Pascal, 2013).

I11.1.4. Classifications des PARP

La protéine PARP1, membre fondateur de la famille PARP, est la plus étudiée. Apres
détermination de la structure tridimensionnelle du domaine catalytique de PARP1 de poulet,
une région hautement conservée en C-terminal, nommée domaine ADP-ribosyl transférase
(ART), a été caractérisée (Ruf et al., 1996). Ce motif a permis d’identifier les autres membres
de la famille PARP en recherchant des homologues humains de PARP1 dans la base de
données du NCBI (National Center for Biotechnology Information) (Ame et al., 2004).

Ainsi, les 17 membres de la famille PARP possedent tous le domaine ART (Figure 35).
Cependant, des différences dans la structure de certaines PARP entrainent une variation de
leur activité catalytique. La séquence du domaine ART, essentielle a 1’activité catalytique de
PARPI, est constituée des trois acides aminés HYE : histidine (H862), tyrosine (Y896) et
glutamate (E988) (Kleine et al., 2008) (Tableau 6). Le résidu glutamate est requis pour
I’activité d’¢longation de PAR et est seulement présent dans PARP1, PARP2, PARP3,
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PARP4 et PARP5a et 5b (Marsischky et al., 1995). D’autres membres de la famille PARP
contiennent une isoleucine, une leucine ou une tyrosine a la place du résidu glutamate 988 et
exercent donc une activit¢ de MARylation (Kleine et al.,, 2008; Vyas et al., 2014). En
revanche, contrairement a ce qui a été prédit par Kleine et al., PARP3 et PARP4 présentent
uniquement une activité de MARylation, suggérant ainsi que le résidu glutamate seul n’est
pas suffisant pour déterminer 1’activité d’¢longation de PAR (Kleine et al., 2008; Vyas et al.,
2014). Le résidu histidine est important pour la liaison de PARP avec le NAD" (Papini et al.,
1989). Les PARP9 et PARP13, pour lesquelles I’histidine et le glutamate sont substitués, sont
inactives car elles ne peuvent pas fixer le NAD", ni catalyser le transfert d’ADP-ribose

(Aguiar et al., 2005; Kleine et al., 2008).

Tableau 6 : Résumé de I’activité catalytique des PARP (D'aprés Vyas et al., 2014).

Activité PARP Autres noms Motif catalytique
PAR 1 PARP ARTD1 H-Y-E
2 ARTD2 H-Y-E
S5a TNKS1 ARTD5 H-Y-E
5b TNKS2 ARTD6 H-Y-E
MAR 3 ARTD3 H-Y-E
4 vPARP ARTD4 R=Y=E
6 ARTD17 H-Y-|
7 tiPARP ARTD14 H-Y-I
8 ARTD16 H-Y-I
10 ARTD10 H-Y-I
n ARTDTI H-Y-I
12 ARTD12 H-Y-I
14 BAL2 ARTD8 H-Y-L
15 BAL3 ARTD7 H=-Y-I
16 ARTD15 H-Y-Y
Inactive 9 BAL1 ARTD9 Q-Y-T
13 ZC3HAV1 ARTD13 Y-Y-V

TNKS (tankyrase), vVPARP (vault PARP), tiPARP (TCDD inducible PARP), BAL (B cell aggressive lymphoma), ZC3HAV 1
(zinc finger CCCH-type antiviral 1).

Une seconde classification des PARP consiste a regrouper les membres partageant une
fonction ou un domaine semblable (Figure 35). Quatre groupes ont été définis : les PARP
ADN-dépendantes (PARP1-3), les tankyrases (PARPS5a et 5b), les PARP a doigt de zinc de
type CCCH (PARP7, 12 et 13) et les macro-PARP (PARPY, 14 et 15) (Barkauskaite et al.,
2015; Schreiber et al., 2006). Les six PARP restantes ne peuvent pas étre classées selon le

modéle déterminé.
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Ce travail s’intéresse plus particuliérement aux PARP ADN-dépendantes et notamment
a PARPI. La structure et les fonctions biologiques de PARPI seront majoritairement

développées dans la suite de ce manuscrit.

II1.1.4.1 Les PARP ADN-dépendantes

Les PARP ADN-dépendantes sont impliquées dans la réponse aux dommages a I’ADN.
La plupart des PARP en conditions normales sont inactives. En effet, dans les cellules a 1’état
basal, le niveau de PARylation est faible (Ji and Tulin, 2010). PARP1, PARP2 et PARP3 sont
activées en réponse aux cassures de I’ADN (Ame et al., 1999; Ame et al., 2004; Benjamin and
Gill, 1980; Rulten et al., 2011). Dans les souris, le knock-out simple de PARP1 ou PARP2
seul est viable, alors que le double knock-out de PARP1 et PARP2 est Iétal au stade

embryonnaire (Menissier de Murcia et al., 2003).

1- PARP1

PARPI1 est une protéine de 113 kDa, localisée dans le noyau et responsable de prés de
90% de la production de PAR totale (Ame et al., 1999; Jungmichel et al., 2013). Sa structure,
plus complexe que celle de PARP2 ou PARP3, peut étre subdivisée en trois parties : le
domaine de liaison a I’ADN en N-terminal, le domaine central d’automodification et le
domaine catalytique en C-terminal (Figures 35 et 36).

Le domaine de liaison a ’ADN permet a PARP1 d’interagir avec diverses structures
d’ADN via deux doigts de zinc, Znl et Zn2, et un domaine de liaison au zinc (ZBD ou Zn3)
(Cf partie 11IB1) (Langelier et al., 2011). La région N-terminale contient également un signal
de localisation nucléaire (NLS) qui dirige PARP1 vers le noyau et contient un site de clivage
ciblé par la caspase 3 au cours du processus apoptotique (Oliver et al., 1998; Schreiber et al.,
1992).

Le domaine central d’auto modification BRCT (BRCA1 C-Terminus) joue un role dans
I’interaction de PARP1 avec ses partenaires protéiques.

Le domaine catalytique comprend le domaine WGR (Tyr-Gly-Arg), notamment
impliqué dans la détection des DSB et la liaison aux ARN, ainsi que le domaine ART

(Langelier et al., 2012)
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Figure 35 : Structures des domaines des membres de la famille PARP et de PARG. Les domaines suivants sont
représentés : PARP domain : domaine ART (ADP-ribosyl transferase), WGR : résidus conservés Tyr-Gly-Arg, Zn : zinc
finger (doigts de zinc), DBD : DNA-binding domain (domaine de liaison a I’ADN), RRM : RNA-binding motif (motif de
liaison a I’ARN), Macro : domaine macro, BRCT : BRCA1 C-terminus, WWE : résidus conservés Tyr-Glu, UIM : Ubiquitin-
Interacting Motif (motif d’interaction a I’ubiquitine), SAM : sterile alpha motif, ANK : ankyrine, HPS : résidus His, Pro et
Ser, VWA : facteur de von Willebrand de type A, VIT : vault inter-a-trypsin, MVP-BD : site de liaison de la protéine MVP
(major vault protein). NLS : nuclear localization signal (signal de localisation nucléaire), NoLS : nucleolar localization signal
(signal de localisation nucléolaire), NES : nuclear export signal (signal d’exportation nucléaire), MLS : mitochondrial
localization signal (signal de localisation mitochondriale). Le nombre d’acide aminés de chaque protéine est indiqué (D'apres
Schreiber et al., 2006).
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PARP1 est principalement activée par son interaction avec I’ADN endommagé
(D'Amours et al., 1999). Par ailleurs, PARP1 peut également étre activée aprés liaison aux

nucléosomes (Kim et al., 2004) ou a I’ADN non endommagé (Kun et al., 2002).

Les principales fonctions biologiques de PARP1 seront décrites dans la partie II1.2.

DBD AD Catalytic domain
< > —> <% >
Parpr| [ ] [0 LT T ] | |
Znl Znll NLS  Znlll BRCT WGR S E
DSB SSB psB Protéines DSB
ARN
Caspase 3

Figure 36 : Structure des domaines de PARP1 humaine et leurs fonctions associées. PARP1 est divisée en trois parties :
le domaine de liaison a I’ADN (DBD = DNA-binding domain), le domaine central d’automodification (AD) et le domaine
catalytique. Les domaines Znl, Zn3 et WGR sont impliqués dans la détection des DSB et le domaine Zn2 dans celle des SSB.
Les domaines BRCT et WGR participent a la liaison aux protéines et aux ARN respectivement. Le domaine NLS contient le
site de clivage par la caspase 3. Les trois acides aminés HYE essentiels a I’activité catalytique de PARP1 sont indiqués
(Adapté de Cseh et al., 2017).

2- PARP2 et PARP3

Comme PARP1, PARP2 et PARP3 sont retrouvées dans le noyau mais sont cependant
moins exprimées. De plus, PARP2 est responsable de seulement 5 & 10 % de la production de
PAR totale (Ame et al., 1999). PARP1, PARP2 et PARP3 sont composées chacune du
domaine WGR et du domaine ART. Cependant, les séquences N-terminale de PARP2 et
PARP3 sont plus petites (70 et 40 acides aminés, respectivement). Contrairement a PARP1,
cette région n’est pas impérativement requise pour la liaison de PARP2 ou PARP3 a I’ADN
ou pour leur activation. C’est la présence du domaine WGR qui est importante pour leurs
fonctions ADN-dépendantes. Ce domaine facilite leur liaison & ’ADN et la déstabilisation de
leur sous-domaine régulateur HD du domaine catalytique (Helical Subdomain), étape

essentielle a la régulation de ’activité catalytique (Langelier et al., 2014).

PARP1 et PARP2 partagent une grande homologie de séquence et présentent des
fonctions communes. Par exemple, ces deux protéines jouent un role dans la réparation des
l1ésions simples brins ou encore dans le redémarrage des fourches de réplication bloquées

(Bryant et al., 2009; Schreiber et al., 2002). De plus, comme PARPI, il semblerait que
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PARP2 soit impliquée dans la réparation des DSB. En effet, il a ét¢ montré que PARP2
favoriserait le processus de réparation des DSB par recombinaison homologue (HR:
Homologous Recombination) par rapport a celui de jonction d'extrémités non homologues (c-
NHE]J : classical Non-Homologous End-Joining) (Fouquin et al., 2017). PARP2 inhibe la c-
NHEJ en limitant 1’accés de 53BP1 (p53-binding protein 1) au site de cassure et promeut la
HR en induisant la résection de la cassure. PARP2 possede également des fonctions uniques
notamment dans la différenciation cellulaire tels que la spermatogénése (Dantzer et al., 2006),
I’adipogenese (Bai et al., 2007) et la maturation lymphocytaire (Filliol et al., 2017; Nicolas et
al., 2010; Yelamos et al., 2006) ainsi que dans la maintenance de 1’intégrité¢ des télomeres
(Dantzer et al., 2004). De plus, PARP2 a un rdle protecteur vis-a-vis des recombinaisons
illégitimes et permet ainsi de supprimer les translocations chromosomiques d’oncogenes tel

que c-myc (Robert et al., 2009).

PARP3 jouerait un role dans la voie de réparation des DSB par c-NHEJ en facilitant le
recrutement de Ku70/Ku80, ce qui limite la résection de la cassure, étape initiale du processus
de réparation par HR (Beck et al., 2014). De plus, PARP3 entraine 1’accumulation a proximité
de la cassure de la protéine APLF (Aprataxin-and-PNKP-Like Factor), accélérant ainsi la
ligation de la cassure par XRCC4 et la ligase IV au cours du c-NHEJ (Fenton et al., 2013;
Rulten et al., 2011). A I'inverse de PARP2, PARP3 orienterait le choix de la voie de
réparation des DSB vers le mécanisme de c-NHEJ plutot que celui de HR, en facilitant I’accés
de 53BP1 au dépend de celui de BRCA1 (BReast CAncer type 1 susceptibility protein) (Beck
et al., 2014). En outre, il a ét¢ montré que PARP3 régule négativement la commutation de
classe des immunoglobulines (Robert et al., 2015). Plus récemment, une nouvelle fonction de
PARP3 dans le controle de la transition épithélio-mésenchymateuse (EMT) induite par le
TGFp et I’acquisition de propriétés de cellules souches (« stemness ») a été décrite (Karicheva

et al., 2016).

II1.1.4.2 Les tankyrases

Les tankyrases 1 et 2 (TRFI-interacting ankyrin-related ADP-ribose polymerase),
appelées également PARP5a et PARPSD, sont capables de PARyler les protéines (Tableau 6).
Les tankyrases partagent deux domaines uniques distincts. La premiére région est formée de
24 répétitions d’ankyrine (ANK) en N-terminal et est impliquée dans I’interaction avec les

partenaires protéiques (Figure 35). L autre région correspond au domaine SAM (Sterile Alpha
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Motif) et contréle 1’hétéro- ou I’homo-dimérisation des tankyrases (Figure 35) (Hsiao and
Smith, 2008; Karlberg et al., 2013).

La tankyrase 1 a initialement ét¢ identifiée pour son role dans la régulation de
I’¢longation des télomeres. La PARylation de la protéine associée aux télomeres TRF1, par la
tankyrase 1, augmente ’accés de la télomérase aux télomeres (Smith and de Lange, 2000;
Smith et al., 1998). La tankyrase 2 participe également a I’homéostasie des télomeres (Cook
etal., 2002).

Les tankyrases sont impliquées dans de nombreuses fonctions cellulaires tels que la
mitose en régulant I’assemblage du fuseau mitotique et la maturation des centrosomes (Chang
et al.,, 2009; Chang et al., 2005; Ozaki et al.,, 2012). Elles jouent un rdle dans le
développement embryonnaire et I’homéostasie des tissus adultes en régulant la voie Wnt/p-
caténine (Huang et al., 2009). La PARylation de I’axine entraine sa dégradation dépendante
du systeme ubiquitine/protéasome, ce qui favorise la libération de B-caténine et I’expression

de ses genes cibles (Zhang et al., 2011a).

II1.1.4.3 Les PARP a doigt de zinc de type CCCH

PARP7, PARP12 et PARP13 partagent au moins un domaine de doigt de zinc de type
Cys-X7-11-Cys-X3-9-Cys-X3.His (CCCH) et un domaine WWE (Figure 35) (Schreiber et al.,
2006). PARP7, PARP12 et PARP13 possédent une activité anti-virale par inhibition de la
réplication virale (Atasheva et al., 2012; Gao et al., 2002; Guo et al., 2004). PARP7 est
induite par la dioxine cancérigéne TCDD (2,3,7,8-tétrachlorodibenzo-p-dioxine) via le
récepteur nucléaire AHR (Aryl hydrocarbon receptor) et en retour régule négativement le
récepteur (Ma et al., 2001; MacPherson et al., 2013). PARP12 controle I’inflammation en
régulant la traduction des ARNm et la signalisation NF-kB (Nuclear factor-kappa B) (Welsby
et al,, 2014). PARP13 régule la réponse antivirale en dégradant les ARN viraux et en
stimulant la réponse immunitaire innée (Hayakawa et al., 2011; Zhu and Gao, 2008).
Récemment, il a ét¢ montré que PARP13 forme un complexe tertiaire avec PARPI1 et la
protéine HSF1 (Heat Shock transcription Factor 1) et régule ainsi la réparation de I’ADN et

I’expression génique (Fujimoto et al., 2017).
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I11.1.4.4 Les macro-PARP

Les macro-PARP (PARP9, PARP14 et PARP15) possédent au moins deux domaines
macro qui est un domaine de liaison au PAR (Figure 35) (Cf partie [1IA2b). Les macro-PARP
sont également appelées les protéines BAL (B-agressive lymphoma) pour leur implication
dans les lymphomes diffus a larges cellules B (Aguiar et al., 2005). En effet, PARP9 est
surexprimée dans ces tumeurs. La surexpression ectopique de PARP9 augmente la migration
des lymphocytes (Aguiar et al., 2000). PARP9, ne possédant pas d’activit¢ d’ADP-
ribosylation in vitro, utilise ses domaines macro pour se lier aux protéines PARylées (Tableau
6) (Karras et al., 2005). PARPY est impliquée dans la réponse aux dommages de I’ADN.
L’activation de PARP1 permet le recrutement de PARPY et de son partenaire, 1’ubiquitine
ligase E3, BBAP (B-lymphoma and BAL-associated protein) au site de la DSB. Ceci entraine
I’ubiquitylation dépendante de BBAP et ’activation des mécanismes de réparation de I’ADN
par recrutement de p5S3BP1 et BRCA1 (Yan et al., 2013) Le domaine macro de PARP14
permet sa liaison avec des protéines MARylées, tels que PARP10 (Forst et al., 2013). Les
macro-PARP régulent la transcription. PARP9 posséde une activité répressive de la
transcription, tandis que PARP14 joue le role de cofacteur du facteur de transcription Stat6
(Aguiar et al., 2005; Mehrotra et al., 2011). PARP15 est relativement peu étudiée. Elle est
localisée dans les granules de stress cytoplasmique et régule [’expression post-
transcriptionnelle des génes au coté d’autres PARP (tankyrase 1, PARP12, PARP13) (Leung
etal., 2011).

I11.1.4.5 Les autres PARP

Les six PARP restantes (4, 6, 8, 10, 11 et 16) possédent divers domaines. PARP4 est un
composant du complexe ribonucléique Vault, impliqué dans le transport intracellulaire et dans
la résistance multiple aux anti-cancéreux (MDR : multidrug resistance) (Figure 35)
(Kickhoefer et al., 1999; Wojtowicz et al., 2017). PARP10 contient un motif NES
d’exportation nucléaire (nuclear export signal) et est donc localisée dans le noyau et le
cytoplasme (Figure 35). Elle contient également des motifs de liaison a 'ARN et a
I’ubiquitine (Figure 35). PARP10 régule la prolifération cellulaire par interaction avec le
proto-oncogene et régulateur transcriptionnel, c-Myc (Yu et al., 2005). A ce jour, les
structures et fonctions des protéines 6, 8, 11 et 16 ont été peu décrites. PARP16 est associée

avec le réticulum endoplasmique et MARyle le facteur de transport nucléaire Kappl (Di
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Paola et al., 2012). PARP6 joue le role de suppresseur de tumeur dans le cancer colorectal en

inhibant la prolifération cellulaire (Tuncel et al., 2012).

I11.2. Les fonctions biologiques de PARPI

Dans ce chapitre, je développerai quatre fonctions essentielles de PARP1 : la réparation
des lésions de I’ADN, le remodelage de la chromatine ainsi que les régulations de la

transcription et de la réplication.

II1.2.1. Roles de PARP1 dans la réparation des dommages a I’ADN

I11.2.1.1 Roéles de PARP1 dans la réparation des lésions simple-brin de I’ADN

Les lésions simple-brin de I’ADN peuvent provenir de 1’action d’agents exogenes
comme les radiations ionisantes, les radiations UV ou encore la stabilisation des Toplcc par
la CPT (Figure 37) (Curtin, 2012). Ces lésions peuvent également résulter de la modification
de bases, notamment de 1’oxydation et de 1’alkylation des bases ou encore de la production de
sites abasiques (Figure 37) (Curtin, 2012). Les dommages simple-brin de I’ADN sont réparés
principalement par trois systémes : réparation par excision de base (BER : base excision
repair), réparation par excision de nucléotide (NER : nucleotide excision repair), et réparation
des mésappariements (MMR : mismatch repair). Parmi le systtme NER, deux mécanismes
sont a distinguer. Le mécanisme appelé GG-NER (Global genome NER) répare les Iésions sur
I’ensemble du génome, alors que le TC-NER (Transcription coupled NER) répare seulement
les 1ésions bloquant la transcription. Le choix du systéme de réparation des l€sions simple-
brin de ’ADN dépend de la source du dommage (Figure 37). De plus, la réparation des
Toplcc irréversibles fait intervenir des systeémes de réparation spécifiques décrits dans la
partie 11.4.3. Au sein de ces différents systemes, PARP1 est impliquée dans la réparation des

1ésions par le BER et le GG-NER ainsi que dans la réparation des Toplcc irréversibles.
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Figure 37 : Les sources de dommages a ’ADN et leurs voies de réparation associées. Sources endogénes et
environnementales (cases vertes) et traitements anticancéreux (cases oranges) endommageant I’ADN avec leurs 1ésions de
I’ADN correspondantes (cases beiges). Pour certains types de dommages, le nombre approximatif de Iésions survenant
spontanément dans la cellule chaque jour est indiqué. Les voies de réparations (cases bleues) sont associées au type de
dommage qu’elles réparent. ROS : reactive oxygen species, SAM : S-adenosyl methionine, IR : ionizing radiation, TOPO :
topoisomerase, UV: ultraviolet, TMZ, temozolomide. BER : base excision repair, SSBR : single-strand break repair, NER :
nucleotide excision repair, MMR : mismatch repair, NHEJ : non-homologous end joining, HRR : homologous recombination
repair (D'apres Curtin, 2012).

1- Roles de PARP1 dans la réparation des SSB par le BER

Les dommages des bases sont réparés par le BER. Dans le BER, la base endommagée
est reconnue par une ADN-glycosylase qui clive la liaison N-glycosidique entre la base et le
sucre. Ce clivage génére la formation d’un site abasique ou AP (Apurinique-Apyrimidinique)
qui est pris en charge par une AP endonucléase qui génére une SSB. Le BER est initi¢ par un
complexe de protéine formé entre autres de XRCC1 (X-ray repair cross complementation
group 1), de la ligase III et de PNKP (polynucleotide kinase-phosphatase) (Figure 39). Apres
recrutement des protéines, la SSB est réparée soit par la voie de la bréche courte (short patch
BER), soit par la voie de la bréche longue (long patch BER). Dans le cas du short patch BER,
le seul nucléotide est remplacé par I’ADN polymérase B, puis la ligation est réalisée par
I’ADN ligase III. La voie du long patch BER fait intervenir un plus grand nombre de

partenaires. Plusieurs nucléotides sont ajoutés au niveau de la 1ésion par les ADN
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polymérases o, ¢ et B. Ceci provoque un chevauchement (flap), qui est éliminé par

I’endonucléase FEN1 (Flap endonuclease). Par la suite, I’ADN est ligué par la ligase I.

PARP1 détecte la SSB, ouvre la chromatine et initie la réparation de la lésion. La
détection de la SSB se fait via la liaison du motif ZnF2 de PARP1 a I’extrémité 3’ de la paire
de base. ZnF2 se dimérise avec le motif ZnF1 d’une seconde molécule de PARPI1. La
proximité des deux molécules facilite I’acces de la premiére molécule au domaine catalytique
de I'autre. Cette trans-modification entraine ’activation de PARP1 (Figure 38) (Ali et al.,

2012).

Z3 BRCT

Figure 38 : Modé¢le de ’activation de PARP1 en réponse aux SSB. PARP1 reconnait la SSB via le motif ZnF2. ZnF2 se
dimérise avec le motif ZnF1 d’une autre molécule PARP1. La proximité des deux molécules permet la trans-activation de
PARP1 (D'apres Ali et al., 2012).

PARPI joue le role de senseur de la SSB en permettant le recrutement des protéines de
réparation suite a son activation apres liaison au dommage (Figure 39). PARP1 sous forme
parylée PARyle et/ou recrute les protéines du BER par leurs motifs PBM (Cf. partie 11IA2a)
pour moduler leur activité et accélérer le processus de réparation (De Vos et al., 2012). Parmi
ces facteurs, XRCC1 interagit directement avec PARP1 par leurs domaines BRCT respectifs
(El-Khamisy et al., 2003; Masson et al., 1998). XRCC1 est la protéine centrale du BER,
puisqu’elle peut interagir avec les différentes protéines du complexe, pour stabiliser et/ou
stimuler leur activité (Caldecott, 2003). La PARylation de PARP1 entraine le recrutement de
XRCCI1 au site du dommage induit par différents génotoxiques (UV, H,02, MMS) (Figure
39) (El-Khamisy et al., 2003; Okano et al., 2003). De plus, I’ADN polymérase B interagit
¢galement avec le domaine BRCT de PARPI1 (Dantzer et al., 2000). Par ailleurs, XRCC1, la
ligase III et PNKP sont PARylées par PARP1, ce qui stimule leur recrutement (Gagne et al.,
2008; Jungmichel et al., 2013; Pleschke et al., 2000).
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De plus, PARP1 est spécifiquement impliquée dans la voie du long patch BER en
stimulant 1’activité¢ de FEN1 (Prasad et al., 2001).

2- Roles de PARP1 dans la réparation des 1ésions simple-brin de I’ADN par GG-NER

Certains agents alkylants ainsi que les rayons UV induisent des Iésions étendues au
niveau de I’ADN en particulier la formation d’adduits. Ces I€sions sont réparées par la voie de
réparation GG-NER. PARP1 intervient dans 1’étape initiale de reconnaissance de la 1ésion
(Figure 39). Les lésions induites par les UV sont reconnues par le complexe XPC / RAD23B
et les protéines DDB1 et 2 (DNA damage binding protein) (Marteijn et al., 2014). PARP1 et
DDB2 interagissent directement au niveau de la 1ésion, ce qui a pour conséquence 1’activation
de PARPI1 (Robu et al., 2013). La PARylation de DDB2 augmente la stabilité de la protéine et
sa liaison a la chromatine (Figure 39). La PARylation des histones par PARP1 dépendante de
DDB2 permet le recrutement au site de la Iésion de la protéine de remodelage de la
chromatine ALC1 (Amplified in Liver Cancer 1) par son domaine macro (Figure 39) (Pines et
al., 2012). ALC1 entraine la décondensation de la chromatine, ce qui stimule le recrutement
du complexe XPC/RAD23B par le domaine de liaison au PAR de XPC (Pines et al., 2012).
Avant excision du dommage par les endonucléases, ERCCI1 et XPG, la présence de la 1ésion
est reconnue par XPA. Le recrutement de XPA a la chromatine dépend de son association

avec PARP1 et PAR a travers son domaine de liaison au PAR (Figure 39) (King et al., 2012).

3- Roles de PARP1 dans la réparation des Toplcc irréversibles

PARP1 est également impliquée dans la réparation des complexes Toplcc,
principalement ceux bloquant la transcription (Figure 39) (Cf partie 1ID4b) (Cristini et al.,
2016; El-Khamisy et al., 2005; Miao et al., 2006). Les Toplcc sont retirés apreés excision de la
liaison 3’phosphate avec I’ADN par TDP1. PARPI1 interagit directement avec TDP1 et la
PARyle. La PARylation de TDP1 par PARP1 stabilise la protéine TDP1 et augmente son
recrutement au niveau du Toplcc sans altérer son activité (Figure 39) (Das et al., 2014).
Apres excision de la Topl par TDP1, la SSB est réparée par les protéines du BER, apres
recrutement de XRCC1, de PNKP et de la ligase III (Figure 39) (Das et al., 2014; Pommier et
al., 2014).
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Figure 39 : Roles de PARP1 dans la réparation des lésions simple-brin de ’ADN. (A) PARP1 joue le role de senseur de
la SSB et induit le recrutement de XRCC1. XRCC1 recrute les protéines ligase 11T (LIG3), PNKP et aprataxine (APTX). Les
nucléotides sont ajoutés par les ADN polymérases J, € et . Le chevauchement est éliminé par FEN1 aprés stimulation par
PARPI. L’ADN est religué par la LIG3 ou la ligase I (LIG1). (B) PARP1 participe a la réparation des TOP1cc stabilisés.
PARPI recrute et active TDP1 qui enléve Topl de I’ADN. La SSB résultante est réparée par le systtme BER. (C) PARP1 est
impliquée dans la réparation des adduits étendus de I’ADN par la voie NER. La Iésion est détectée par le complexe
DDBI1/DDB?2, ce qui entraine I’activation de PARP1. Les parylations de PARP1, DDB2 et des histones induisent la liaison
d’ALCI1 a la chromatine. La chromatine est alors décondensée, ce qui entraine le recrutement de XPC et RAD23B. La double
hélice est maintenue en position ouverte par XPB et XPD. La vérification de la présence de la Iésion par XPA est médiée par
PARPI. La Iésion est excisée par les endonucléases ERCC1 et XPG. L’ADN est restauré par les polymérases 0, € et B et
religué par la ligase I ou la ligase I1I (D'aprés Ray Chaudhuri and Nussenzweig, 2017).
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I11.2.1.2 Roéles de PARP1 dans la réparation des DSB

Les DSB sont parmi les dommages les plus déléteres pour la cellule puisqu’elles
peuvent engendrer des mutations ou des aberrations chromosomiques et ainsi favoriser le
processus tumoral. Des DSB exogeénes peuvent étre générées par les radiations ionisantes ou
des agents chimiques tels que la bléomycine et les inhibiteurs de Topl (Figure 37). Des DSB
endogenes peuvent étre générées lors d’un stress réplicatif, de réarrangements programmeés du

génome ou par 1’action d’enzymes tels que la Top2 (Figure 37) (Mehta and Haber, 2014).

La cellule dispose de trois mécanismes principaux de réparation des DSB: La
recombinaison homologue (HR) ainsi que la recombinaison non homologue soit par la voie
classique (c-NHEJ), soit par la voie alternative (a-NHEJ) (Chapman et al., 2012; Frit et al.,
2014). PARP1 intervient dans chacun de ces systemes (Figure 41).

PARPI joue le role de senseur des DSB en se liant au niveau de ’ADN via les
domaines Znl, Zn3 et WGR. Ceci induit un changement conformationnel du sous-domaine
régulateur du domaine catalytique HD de PARPI. Ce réarrangement permet le
repositionnement du domaine BRCT vers le domaine catalytique actif et ainsi 1’activation du
domaine ART de I’enzyme (Figure 40) (Gagne et al., 2012; Langelier et al., 2012). La
PARylation entraine le recrutement de facteurs impliqués dans la réparation des DSB (Figure
41). Les DSB générées par micro-irradiation laser ou par la méganucléase I-Scel entrainent
rapidement le recrutement de PARP1 au niveau du site de Iésion (ti2 d’accumulation de
PARPI = 1.5 s). PARPI est co-localisée avec les marqueurs de DSB, y-H2AX, ATM et
53BP1 (Haince et al., 2008).
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Figure 40 : Modéle de ’activation de PARP1 en réponse aux DSB. Aprés survenue d’une DSB, PARP1 lie ’ADN clivé
via les domaines Zn1, Zn3 et WGR. Ce réarrangement entraine I’activation du domaine HD (molecular switch), qui va altérer
la conformation du domaine catalytique. Ceci permet le rapprochement du domaine BRCT prés du site actif et
I’autoPARylation de PARP1 (Automodification) (D'apres Gagne et al., 2012).

1- Roles de PARPI dans la recombinaison homologue

PARP1 n'est pas requise pour le processus de recombinaison lui-méme, mais est
importante, en amont, dans le recrutement de protéines du complexe MRN (Mrel1-Rad50-
Nbsl), impliquées dans la résection de I’extrémité de la DSB (Figure 41). Mrel1 et Nbs1 sont
recrutées par PARPI1 au site de la 1ésion. La séquence de Mrell contient un motif PBM

permettant sa liaison aux PAR (Haince et al., 2008).

La PARylation de PARPI1 stimule le recrutement de BRCA1 en interagissant avec la
protéine associ¢ a BRCAI, BARDI1 (BRCAl-associated ring domain protein) par son
domaine de liaison au PAR (Figure 41) (Li and Yu, 2013). Par la suite, PARP1 controle le
processus de HR en PARylant BRCA1. En effet, I’inhibition de la forme PARylée de BRCA1
entraine I'augmentation de la recombinaison induite par les radiations ionisantes. La protéine

RAPS8O (receptor-associated protein 80) lie la forme PARylée de BRCAI par son domaine de
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liaison au PAR et stabilise ainsi le complexe PARP1-BRCA1-RAPS80, ce qui limite la

résection de I’extrémité de la cassure (Figure 41) (Hu et al., 2014).

2- Roles de PARP1 dans la c-NHEJ

PARP1 stimule ’activité enzymatique de DNA-PK (DNA-dependent protein kinase) et
permet ainsi la réparation des DSB (Figure 41). La PARylation de DNA-PK est indépendante
du complexe Ku70-Ku80 (Ruscetti et al., 1998). PARPI entraine la translocation du facteur
de transcription NR4A au site de la cassure (Malewicz et al., 2011). Il en résulte la
phosphorylaton de DNA-PK et la réparation de la cassure. Récemment, il a ét¢ montré que
PARPI1 recrute la protéine de remodelage de la chromatine CHD2 (chromodomain helicase
DNA-binding protein 2), par son domaine de liaison au PAR, au site de la 1ésion (Figure 41)
(Luijsterburg et al., 2016). CHD2 active la c-NHEJ en induisant le recrutement du complexe
Ku et de XRCC4 (Luijsterburg et al., 2016).

3- Robles de PARP dans I’a-NHEJ

La présence de PARP1 est nécessaire au mécanisme d’a-NHEJ (Mansour et al., 2010).
L’absence de Ku induit I’activation de la réparation par a-NHEJ, notamment en permettant le
recrutement de PARP1 et du complexe MRN au site de la cassure (Cheng et al., 2011). En cas
d’absence de c-NHEJ, PARP1 initie le recrutement de Mrell au site de la cassure pour initier
la résection de l'extrémité de la DSB (Figure 41). Dans les cellules déficientes en Ku,
I’inhibition de PARP1 entraine ’incapacité des cellules a réparer les cassures (Mansour et al.,

2010).
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Figure 41 : Réles de PARP1 dans la réparation des DSB. (A) PARPI1 joue le réle de senseur de la Iésion et active la
réponse au dommage a I’ADN par son interaction avec Mrell et ATM. (B) PARPI est impliquée dans la résection de
I’extrémité de la coupure par recombinaison homologue (HR) en recrutant Mrell, suivi de la protéine RPA (replication
protein A) qui se lie a I’extrémité simple brin de la coupure. PARP1 stimule le recrutement de BRCA1 via sa liaison avec
BARDI1. La PARylation de BRCALI stabilise le complexe avec RAP80 et permet le contrdle de la recombinaison. La
synthése de I’ADN 1ésé est obtenue en recopiant la séquence homologue sur la chromatide sceur. L’invasion de brin permet
d’obtenir la nouvelle synthése d’ADN en utilisant le chromosome intact comme brin matrice. (C) PARP1 est impliquée dans
la réparation par recombinaison non homologue classique (c-NHEJ). Les extrémités de la cassure sont reconnues par le
complexe Ku70-Ku80 qui active DNA-PK. DNA-PK peut étre également activée par PARP1 dans un mécanisme
indépendant de Ku. PARP1 est aussi impliquée dans le remodelage de la chromatine durant le c-NHEJ en recrutant CHD2,
qui a son tour facilite le recrutement de XRCC4 qui participe a la religation de I’ADN avec la ligase IV (LIG4). (D) PARP1
est essentiel au déroulement de la recombinaison non homologue alternative (a-NHEJ), en cas d’absence de c-NHEJ. PARP1
induit le recrutement de Mrel1 au site de la cassure. Les extrémités de la cassure sont jointes par des séquences de micro-
homologie, ’ADN polymérase 0 synthétise le brin, et la religation est assurée par la ligase III (LIG3) (D'aprés Ray
Chaudhuri and Nussenzweig, 2017).
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II1.2.2. Roles de PARP1 dans le remodelage de la chromatine

Le remodelage de la chromatine correspond a la modification de I’architecture de la
chromatine et régule les processus de transcription, de réplication et de réparation. PARP1
modifie la structure de la chromatine, soit par une action directe en interagissant avec le
nucléosome et/ou en PARylant des histones, soit par une action indirecte en facilitant le

recrutement de protéines de remodelage de la chromatine.

I11.2.2.1 Action directe de PARP1 sur la chromatine

Sous sa forme non PARylée, la liaison de PARPI1 aux nucléosomes participe a la
compaction de la chromatine, transcriptionnellement inactive (Ji and Tulin, 2010; Wacker et
al., 2007). Au niveau des régions hétérochromatiques, tels que les télomeres et les
centromeres, PARP1 non activée permet de maintenir I’ADN sous un état répressif (Gomez et
al., 2006; Kanai et al., 2003). La liaison de PARP1 avec les nucléosomes peut induire
I’autoPARylation de PARP1 (Kim et al.,, 2004). L’autoPARylation de PARP1 inhibe sa
liaison aux nucléosomes, facilite la décondensation de la chromatine et la transcription par

I’ARN pol II (Figure 42) (Kim et al., 2004; Wacker et al., 2007).

PARPI1 a la capacité d’induire la relaxation de la chromatine en PARylant les core
histones (Figure 42) (Adamietz and Rudolph, 1984; D'Amours et al., 1999; Kraus and Lis,
2003; Krupitza and Cerutti, 1989; Messner et al., 2010). La PARylation des core histones par
PARP1 inhibe la stabilit¢é des nucléosomes et augmente [’accessibilit¢ a la chromatine
(Martinez-Zamudio and Ha, 2012). PARP1 participe également au remodelage de la
chromatine en entrant en compétition avec 1’histone linker H1 vis-a-vis de la liaison a la
chromatine au niveau du promoteur et des régions intergéniques de I’ADN (Kim et al., 2004;
Krishnakumar et al., 2008). Le déplacement de HI de la chromatine par PARP1 est
indépendante de I’activité de PARylation de PARP1 (Krishnakumar and Kraus, 2010). Le
déplacement de H1 de la chromatine médi¢ par PARP1 est corrélée a une chromatine

« ouverte » (Figure 42) (Krishnakumar and Kraus, 2010).

[11.2.2.2 Action indirecte de PARP1 sur la chromatine

PARP1 peut modifier la chromatine en facilitant le recrutement de protéines de

remodelage de la chromatine qui vont augmenter ’accessibilité¢ des protéines de réparation au
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site de la Iésion. Par exemple, comme décrit dans la section précédente, les protéines ALCI et
CHD?2 sont recrutées au site du dommage par leurs domaines de liaison au PAR respectifs
(Ahel et al., 2009; Gottschalk et al., 2009; Luijsterburg et al., 2016). En réponse a un
dommage, PARP1 recrute ¢galement SMARCAS (SWI/SNF related, Matrix associated, Actin
dependent Regulator of Chromatin, subfamily A, member 5), la sous-unité catalytique du
complexe de remodelage de la chromatine ISWI, au site de la cassure (Smeenk et al., 2013).
SMARCAS forme un complexe avec la protéine ubiquitine-ligase, RNF168 sous forme

PARylée, ce qui permet le recrutement de BRCAI a la cassure.

Par ailleurs, PARP1 peut modifier la chromatine via la méthylation des histones.
PARP1 PARyle I’enzyme KDM4D (lysine K-specific Demethylase 4D) (Khoury-Haddad et
al., 2014) et inhibe la déméthylation de la marque des promoteurs actifs H3K4me3 (histone 3
Lysine 4 trimethylée) en PARylant I’enzyme KDMS5B (lysine K-specific Demethylase 5B)
(Krishnakumar and Kraus, 2010). PARP1 sous forme parylée est également capable de
modifier la composition des nucléosomes en recrutant le variant d’histone macroH2A1.1

(Timinszky et al., 2009).

D’autre part, PARP1 est capable de réguler la méthylation de ’ADN en inhibant
I’activité¢ de ’enzyme DNMT1 (DNA MethylTransferase 1) via la PARylation (Reale et al.,
2005).

II1.2.3. Roles de PARPI dans la transcription

PARP1 est impliquée dans la régulation des ARNm mais également dans celles des
ARNr. En effet, elle intervient dans le maintien de I’hétérochromatine de I’ADNr et module la
maturation des ARNr et 1’assemblage du ribosome (Boamah et al., 2012; Dantzer and
Santoro, 2013; Guetg et al., 2012). Dans ce manuscrit, je développerai uniquement le role de

PARP1 dans la régulation transcriptionnelle des ARNm.

I11.2.3.1 En I’absence de dommages de ’ADN

PARPI est impliquée dans la régulation de la transcription de nombreux genes. Deux
¢tudes se sont intéressées a I’effet de I’inhibition de PARP1 sur I’expression des genes par
analyse microarray sur le génome entier (Frizzell et al., 2009; Ogino et al., 2007). La premicre

¢tude a montré que la déficience de PARP1 dans les cellules souches embryonnaires et de foie
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murines altérent I’expression de 9,6% et 3,3 % des genes respectivement (facteur de 2-fold
minimum) (Ogino et al., 2007). La proportion de genes inhibés est plus importante dans les
deux modeles (2/3 de genes inhibés contre 1/3 de genes surexprimés). Les geénes dont
I’expression est régulée par PARPI1, dépendent du type cellulaire et sont impliqués dans de
nombreux processus cellulaires tels que la transcription, le contréle du cycle cellulaire, le
métabolisme et la transduction de signaux cellulaires. La seconde analyse a révélé que
I’inhibition de PARP1 par shRNA dans les cellules tumorales mammaires MCF-7 modifie
I’expression de 8,7% des geénes (Frizzell et al., 2009). Parmi la liste des génes pour lesquels la
régulation de I’expression est la plus importante, la moitié sont surexprimés, alors que 1’autre
moitié¢ sont inhibés. Les génes dont I’expression est grandement altérée sont impliqués dans le

métabolisme, la régulation de la structure cellulaire et la réponse au stress.

Plusieurs mécanismes impliqués dans la régulation de la transcription des geénes par
PARPI1 ont étés décrits. L effet de PARP1 sur la modulation de I’expression génique peut étre
dépendant ou indépendant de son activité catalytique en fonction du geéne concerné (Frizzell et
al., 2009). Krishnakumar et al., ont déterminé la localisation de PARP1 dans les différentes
régions du génome par la méthode ChIP-chip (Krishnakumar et al., 2008). PARPI est
enrichie dans les régions situées a proximité du site d’initiation de la transcription et est
associée aux geénes transcriptionnellement actifs. Plus récemment, Gibson et al. ont rapporté
un enrichissement de la PARylation médiée par PARP1 au niveau des promoteurs des genes
transcriptionnellement actifs, caractéris€¢ par la présence ¢levée de la marque H3K4me3
(Gibson et al., 2016). Bien que plus faiblement que dans les régions promotrices, la
PARylation médiée par PARP1 est augmentée dans le corps des génes actifs et dans les
régions enhancers par rapport aux régions controles. A I’inverse, PARP1 non PARylée est

fortement associée a la chromatine a 1’¢état répressif (Gibson et al., 2016).

PARP1 peut modifier I’expression des génes en modulant la structure et la composition
de la chromatine. La PARylation des core histones par PARP1 augmente ’accessibilité a la
chromatine et favorise la transcription (Figure 42) (Martinez-Zamudio and Ha, 2012).
PARP1 exclue I’histone HI du promoteur et permet de maintenir la chromatine sous forme
ouverte (Figure 42) (Krishnakumar and Kraus, 2010). La liaison de PARP1 au promoteur est
corrélée positivement a I’expression génique tandis que celle de H1 est corrélée négativement

(Krishnakumar et al., 2008). Dans les génes transcriptionnellement actifs, la déplétion de
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PARP1 rétablit la liaison de I’histone H1 au promoteur et inhibe la transcription

(Krishnakumar et al., 2008).

PARPI1 régule I’expression génique par des mécanismes ¢épigénétiques. L’enzyme
facilite le recrutement de la machinerie transcriptionnelle a la chromatine en maintenant un
niveau ¢levé de la marque H3K4me3 au niveau du promoteur des génes positivement régulés
via la PARylation de KDMS5B par PARP1 (Figure 42) (Krishnakumar and Kraus, 2010). De
plus, il se pourrait que PARP1 augmente I’expression génique en inhibant la méthylation de

I’ADN via la PARylation de I’enzyme DNMT1 (Figure 42) (Reale et al., 2005).

Relaxation de la chromatine
Initiation de la transcription

Figure 42 : Roles de PARP1 dans la régulation de la chromatine et I’augmentation de ’initiation de la transcription.
PARPI1 exclue I’histone linker H1 du promoteur et PARyle les core histones. PARP1 maintient un niveau élevé d’histones
H3K4me3 en PARylant KDM5B. La PARylation de DNMT1 par PARP1 pourrait inhiber la méthylation de I’ADN. Ces
différents mécanismes augmentent la relaxation de le la chromatine et facilitent I’initiation de la transcription (Adapté de Ray
Chaudhuri and Nussenzweig, 2017).

D’autre part, PARP peut moduler la transcription de génes en régulant directement des
facteurs de transcription ou des corégulateurs de la transcription. Par exemple, apres
traitement des cellules au lipopolysaccharide (LPS), PARP1 lie et PARyle la sous-unité p65
de la protéine NF-«kB, stimulant ainsi son activité transcriptionnelle et 1’augmentation de

I’expression de geénes pro-inflammatoires (Hassa et al., 2008; Liu et al., 2012).
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PARP1 participe a la régulation de I’élongation des ARNm en PARylant les sous-unités
du facteur inhibiteur de 1’élongation de la transcription (NELF : negative elongation factor),
NELF-A et NELF-E (Figure 43) (Gibson et al., 2016). Le facteur NELF est impliqué dans
I’étape de pause de ’ARN polymérase II, permettant d’assurer une ¢longation productive.
L’ARN polymérase Il se met en pause apreés synthése d’un ARN naissant de 20 a 60
nucléotides (Figure 43A). La libération de ’ARN polymérase II du site de pause est médiée
via le recrutement du complexe positif de 1’élongation de la transcription (P-TEFD) et a la
dissociation concomitante de NELF (Liu et al., 2015). La PARylation de NELF-E par PARP1
inhibe sa liaison a I’ARN et entraine ainsi la libération de ’ARN polymérase II du site de
pause (Figure 43B et C) (Gibson et al., 2016). L’inhibition de PARP1 par shRNA ou avec
I’inhibiteur de PARP PJ34 augmente le taux d’ARN pol II en pause et diminue le taux d’ARN
pol II dans le corps du gene. Ce résultat suggere que la PARylation par PARP1 est nécessaire
a la libération de I’ARN pol II. Par ailleurs, la PARylation de NELF-E par PARPI est
dépendante de la phosphorylation de NELF par la kinase CDK9 (Cyclin-dependent kinase 9)
du complexe P-TEFb (Figure 43B) (Gibson et al., 2016). Au niveau du promoteur, la présence
de la PARylation médiée par PARP1 et de CDKO9 est corrélée a de faibles taux d’ARN
polymérases en pause (Gibson et al., 2016). Ainsi, il semblerait que la PARylation de NELF-
E par PARP1 renforce 1’effet de P-TEFb sur la libération de I’ARN pol II du site de pause

vers une ¢longation productive pour un sous-ensemble de génes régulés par NELF-E.

L -

Pause region
+20to +60

Pause de 'ARN Pol Il Libération de 'ARN Pol l| Elongation de la transcription

Figure 43 : Role de PARP1 dans la régulation de I’élongation de la transcription de génes. (A) L’ARN pol II (Pol II) se
met en pause apres synthése d’'un ARN naissant de 20 a 60 nucléotides. L’ ARN pol II est maintenu en pause par les facteurs
NELF-E et DSIF (DRB sensitivity-inducing factor). (B) Le complexe P-TEFb phophoryle I’ARN pol II, NELF-E et DSIF.
NELF-E sous forme phosphorylé est PARylée par PARP1 et se dissocie de I’ARN pol II. L’ARN pol II est alors libéré du
site de pause. (C) L’ARN pol II entre en ¢longation productive (Adapté Adelman and Lis, 2012).
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I11.2.3.2 Au niveau du dommage de I’ADN

Suite @ un dommage de I’ADN, PARPI1 peut étre impliquée dans la répression
transcriptionnelle des genes (Awwad et al., 2017; Chou et al., 2010). Cette répression semble
étre associée au role de PARP1 dans la réparation de ’ADN de génes hautement transcrits
afin de prévenir I’interférence entre la machinerie transcriptionnelle et le processus de
réparation de I’ADN. Parmi les mécanismes décrits, 1’activation de PARP1 suite a une DSB
inhibe la transcription des génes en recrutant les complexes répressifs modifiant la chromatine
NuRD (nucleosome remodeling and deacetylase) et PcG (Polycomb Group) au site du
dommage (Chou et al., 2010). Récemment, il a ét¢é montré qu’en réponse a une DSB, PARP1
inhiberait la transcription en recrutant NELF-E au niveau des sites de la cassure dans des
genes hautement transcrits (Awwad et al., 2017). Lorsque NELF-E est associée a la DSB, elle
se trouve sous une forme peu PARylée et est donc active. Ainsi, NELF-E prolonge la pause

de ’ARN pol II et permet la réparation de la DSB (Awwad et al., 2017).

Toutefois, il se pourrait qu’en réponse a un dommage, PARP1 participe a I’activation
transcriptionnelle de génes induits par les dommages, tels que GADD34. Récemment, il a été
montré qu’en condition normale, PARP1 pouvait étre associée a PARP13 et HSF1 dans un
complexe tertiaire notamment au niveau du promoteur des génes. Ce complexe est maintenu
par HDACI1 (Histone deacetylase 1) qui inactive PARPI1 par déacétylation. Aprés survenue
d’une DSB, la levée de I’inhibition par HDACI1 et la PARylation de PARP1 entrainent sa
dissociation du complexe PARP13-HSF1. En conséquence, PARP1 est redistribuée du
promoteur vers le corps du gene GADD34, PARyle la chromatine et augmente 1’expression

de GADD34 (Fujimoto et al., 2017).

I11.2.4. Roles de PARP1 dans la stabilisation de I’ARNm

Récemment, il a ét¢ mis en évidence que PARP1 régule ’expression des genes au
niveau post-transcriptionnel via les protéines de liaison a 'ARN (RBP: RNA binding
proteins) (Ke et al., 2017). Des séquences riches en AU appelées AREs (AU Rich Elements)
favorisant I’instabilit¢ de I’ARNm sont présentes au niveau de la région 3’UTR de certains
ARNm. Afin d’augmenter la stabilit¢ des ARNm contenant des séquences AREs, des
protéines de liaisons aux AREs (ARE-BP : ARE binding proteins) sont recrutées sur I’ARNm
(Chen and Shyu, 1995). Parmi la famille des ARE-BP, la protéine HuR stabilise certains
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ARNm et favorise leur traduction (Fan and Steitz, 1998). PARP1 interagit et PARyle HuR
aprés traitement des cellules au LPS (Ke et al., 2017). La PARylation de HuR favorise sa

liaison aux régions AREs des ARNm cibles et par conséquence augmente leur stabilité (Ke et

al., 2017).

I11.2.5. Roles de PARP1 dans la réplication

PARP1 est impliquée dans la stabilisation des fourches de réplication en contrdlant la
régression des fourches, en réponse au stress réplicatif (Ray Chaudhuri et al., 2012; Zellweger
et al., 2015). Différents agents altérant le processus de réplication de I’ADN entrainent le
ralentissement et la régression des fourches de réplication pour permettre la réparation des
lésions et limiter 1’instabilité génomique. L’activation de PARP1 participe au maintien de la
régression des fourches de réplication induite par la CPT (Ray Chaudhuri et al., 2012;
Sugimura et al.,, 2008; Zellweger et al., 2015), I’agent alkylant la mitomycine C et
I’hydroxyurée (Zellweger et al., 2015). L’inactivation de PARP1 abolit ces effets et par
conséquence augmente la formation de DSB (Ray Chaudhuri et al., 2012). Apres régression,
le redémarrage de la fourche est restauré par I’hélicase RECQ1. La liaison de RECQ1 avec
PARP1 sous forme parylée inhibe son action sur la restauration de I’activité¢ de la fourche et
permet la réparation de la lésion (Berti et al., 2013). En condition de stress réplicatif,
I’inhibition de PARP1 entraine le redémarrage des fourches aprés la levée de la répression de
I’activité de RECQI1. L’hyperactivité de I’hélicase meéne a un redémarrage prématuré qui a
pour conséquence la formation de DSB par le systéme de « replication run-off » décrit dans le

chapitre II.

D’autre part, PARP1 régule le redémarrage de la fourche de réplication par un autre
mécanisme dépendant de la protéine du complexe MRN, MRE11 (Bryant et al., 2009) Le
blocage des fourche de réplication induit par un stress réplicatif tel que I’hydroxyurée entraine
I’activation de PARPI. Cette activation permet de recruter MRE11 qui induit la résection de
la fourche (Bryant et al., 2009). Cependant, PARP1 limite la résection excessive des fourches
par MREI11 notamment quand le géne BRCA2 est absent (Ying et al., 2012). En effet,
BRCA2 controle ’accés de MRE11 a la fourche. En cas d’absence de BRCA2, I’acces de la
protéine n’est plus limité. Une augmentation de 1’activité de PARP1 a été observée dans les

cellules déficientes en BRCA2. L’inhibition de PARP1 dans ces cellules induit la formation
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de DSB conséquente a la résection excessive des fourches de réplication par MRE11 dont la

présence n’est plus controlée par PARP1 et BRCA2 (Ying et al., 2012).

111.3. Inhibiteurs de PARP

De par son implication dans la réparation de ’ADN, PARP1 est considérée comme une
cible pharmacologique intéressante dans les cancers. De plus, I’expression de PARP1 est
augmentée dans de nombreux types de tumeurs et la PARylation est augmentée dans

I’hépatocarcinome (Hirai et al., 1983; Nomura et al., 2000; Ossovskaya et al., 2010).

La majorité des inhibiteurs de PARP commercialisées ne sont pas sélectifs de PARP1

mais inhibent également PARP2 et PARP3 (Wahlberg et al., 2012).

La premicre génération d’inhibiteur de PARP, les analogues du nicotinamide, a été
développé apreés observation que le nicotinamide formé lors de la PARylation, inhibait
lactivit¢ de PARP en entrant en compétition avec le NAD" en tant que substrat de PARP
(Clark et al., 1971). La substitution de I’atome d’azote en position trois du cycle du
nicotinamide par un atome de carbone a permis I’obtention de la classe des benzamides
(Figure 44). Les benzamides sont de plus puissants inhibiteurs de PARP (Purnell and Whish,
1980). En effet, le 3-aminobenzamide (3-AB) inhibe de 96% la PARylation contre 63% pour
le nicotinamide. Cependant, I'utilisation de ces analogues en clinique n’est pas adaptée car ils
nécessitent des concentrations de 1’ordre du millimolaire pour étre efficace et ne sont pas des
inhibiteurs spécifiques de PARP puisqu’ils inhibent également la synthése d’ADN (Milam
and Cleaver, 1984).
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Figure 44 : Structure de I’inhibiteur de premiére génération de PARP, le 3-aminobenzamide (3-AB). Les inhibiteurs
de premiére génération dérivent du groupement nicotinamide et entrent en compétition avec le NAD™ en tant que substrat de
PARP. Le groupement nicotinamide est représenté en rouge (D'aprés Malyuchenko et al., 2015).
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Dans les années 1990, une deuxiéme génération d’inhibiteurs de PARP plus efficaces et
spécifiques a été développée : les analogues des quinazolines (Figure 45) (Banasik et al.,
1992). Cette classe inclut les molécules de la famille des isoquinolines, des
quinazolinediones, des phthalazinones, et des phenanthridinones. La caractérisation de la
relation structure/activité de PARP a permis le développement de deux molécules, PD128763
et NU1025, 50 fois plus efficaces que le 3-AB. Ces inhibiteurs possédent dans leur séquence
un groupement carboxamide au niveau du deuxiéme cycle aromatique leur permettant
d’augmenter leur liaison a PARP (Ruf et al., 1998).
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Figure 45 : Structure des inhibiteurs de deuxiéme génération de PARP, les analogues des quinazolines. Le groupement
nicotinamide est représenté en rouge (D'aprés Malyuchenko et al., 2015).

Les recherches sur la relation structure / activit¢ de PARP1 ont abouti au
développement d’une troisiéme génération d’inhibiteurs de PARP, les analogues du
benzimidazoles (Figure 46). Ces inhibiteurs sont encore plus efficaces et spécifiques (ICso <5
nM) et peuvent étre utilisés en cliniques (Donawho et al., 2007; Menear et al., 2008; Thomas
et al., 2007). Nombreux d’entre eux sont ou ont été testés en essais cliniques : rucaparib (AG-
014699), olaparib (AZD2281), veliparib (ABT-888), niraparib (MK4827), talazoparib (BMN-
763) (Sonnenblick et al., 2015).
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Figure 46 : Structure des inhibiteurs de troisi¢me génération de PARP, les analogues du benzimidazoles. Le
groupement nicotinamide est représenté en rouge. Les fléches bleues indiquent les centres racémiques du Talazoparib,
expliquant la sélectivité de I’énantiomere actif (D'aprés Pommier et al., 2016a).

Tous les inhibiteurs de PARP actuellement en essais cliniques sont des inhibiteurs
catalytiques (Figure 46). Cependant la cytotoxicité de ces inhibiteurs ne dépend pas
uniquement de leur habilité a inhiber la PARylation. En effet, certains inhibiteurs posseédent la
capacité¢ de piéger PARP1 et PARP2 sur ’ADN (Murai et al.,, 2012). Les complexes
cytotoxiques PARP-ADN ainsi formés peuvent interférer avec la réplication de ’ADN. Les
inhibiteurs de PARP peuvent étre classés pour leur habilité a piéger PARP sur I’ADN (du plus
puissant au moins puissant) : talazoparib >> niraparib > olaparib = rucaparib >> veliparib

(Murai et al., 2012; Murai et al., 2014a; Pommier et al., 2016a).

111.4. Utilisation thérapeutique des inhibiteurs de PARP dans les cancers

Le développement de [’utilisation des inhibiteurs de PARP dans le traitement des
cancers est en plein essor. Actuellement, 163 essais cliniques évaluant I’effet de PARP en
monothérapie ou en association sont en cours ou en phase de recrutement dans le traitement

des tumeurs solides (ClinicalTrials.gov, 2017).

Les premicres expériences in vitro menées avec différents inhibiteurs de PARP ont
montré que ces molécules exercaient des effets synergiques lorsqu’elles étaient associées a
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divers cytotoxiques comme les agents alkylants (t¢émozolomide, cisplatine), les inhibiteurs de
Topl ou les IR (Calabrese et al., 2003; Murai et al., 2014b; Thomas et al., 2007). De plus, les
inhibiteurs de PARP peuvent étre utilisés en monothérapie puisqu’ils ont la capacité de
sensibiliser des mod¢les mutés ou déficients pour un gene impliqué dans les voies de

réparation de ’ADN (Bryant et al., 2005; Farmer et al., 2005).

II1.4.1. Association a la chimiothérapie et a la radiothérapie

Le développement clinique initial des inhibiteurs de PARP est bas¢ sur la
potentialisation de la mort des cellules cancéreuses par les agents ciblant I’ADN tels que les
agents alkylants, les inhibiteurs de Top1 et les IR. Les premiers essais cliniques ont consisté a
¢évaluer la tolérance de ces associations et vérifier si la sensibilisation des inhibiteurs de PARP
observée au niveau préclinique était retrouvée chez les patients.

L’inhibition de PARP par la molécule AG14361 chimiosensibilise les xénogreffes de
tumeurs coliques humaines au traitement par le t¢émolozomide ou I’irinotécan ainsi que les
radiosensibilise (Calabrese et al., 2004). Le véliparib potentialise les effets du témolozomide,
des platines et des IR dans différentes modeles de xénogreffes de tumeurs humaines
(Donawho et al., 2007). L’olaparib (AZD2281) montre des effets synergiques en association
avec le cisplatine et le carboplatine dans des modéles tumoraux déficients en BRCAI1
(Rottenberg et al., 2008).

De nombreux essais cliniques en phase I, II ou III associant les inhibiteurs de PARP aux
agents cytotoxiques sont actuellement menés dans le traitement des tumeurs solides
(ClinicalTrials.gov, 2017). Par exemple, huit essais cliniques de phase I ou II associant les

inhibiteurs de PARP aux analogues de la CPT sont actifs ou en phase de recrutement.

I11.4.2. Létalité synthétique

L’utilisation des inhibiteurs de PARP en monothérapie est basée sur le concept de
1étalité synthétique et a été décrit par Bryant et al. et Farmer et al. en 2005 (Bryant et al.,
2005; Farmer et al., 2005). Le terme de létalité synthétique a été introduit pour la premicre
fois par Dobzhansky en 1946 et repose sur 1’idée que la perte de fonction simultanée de deux
genes essentiels induit la mort cellulaire, alors que la déficience d’un seul n’est pas Iétale

(Dobzhansky, 1946). Ainsi, par exemple, les cellules tumorales possédant la mutation
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inactivatrice non létale, des génes BRCA1 ou BRCA2 impliqués dans la réparation des DSB
de I’ADN par HR peuvent étre tuées apres exposition aux inhibiteurs de PARP (Fong et al.,
2009; Hay et al., 2009; Rottenberg et al., 2008). L’hypothése initiale était que les DSB
persistantes résultant de 1’inhibition de PARPI seraient convertis en DSB lors de la
réplication. Dans les cellules normales non mutées pour le géne BRCA1/2, les DSB seront
normalement réparées par HR alors qu’elles ne pourront pas étre réparées dans les cellules
cancéreuses déficientes en BRCA1/2. Ce défaut de réparation aboutirait a I’augmentation de

I’instabilité génomique et a la mort de la cellule tumorale (Ashworth, 2008).

De nombreuses études précliniques et cliniques ont confirmé les effets antitumoraux des
inhibiteurs de PARP dans les tumeurs mutées BRCA1/2 (Bryant et al., 2005; Farmer et al.,
2005; Gelmon et al., 2011; Ledermann et al., 2012; Mirza et al., 2016; Swisher et al., 2017).
L’équipe de Bryant et al. a montré que les deux inhibiteurs de PARP NU1025 et AG14361
diminuent la survie des cellules déficientes en BRCA2 (Bryant et al., 2005). En accord avec
ces résultats, le laboratoire de Farmer et al a rapport¢ que I’inhibition de PARP par
KU0058684 et KU0058948 sensibilisait les cellules déficientes en BRCA2 mais également
celles déficientes en BRCA1 (Farmer et al., 2005). La potentialisation de I’effet de
I’inhibition de PARP dans des modeles mutés BRCA1/2 a été validé in vivo chez la souris
puis chez le patient (Fong et al., 2009; Hay et al., 2009; Rottenberg et al., 2008). Le traitement
de modeles murins de cancers du sein déficient en BRCA1 ou BRCA2 par I’olaparib diminue
la croissance tumorale et augmente la survie des souris (Hay et al., 2009; Rottenberg et al.,
2008). L’effet antitumoral de 1’inhibition de PARP dans les cancers mutés BRCA a été
affirmé dans un essai clinique de phase I mené chez des patients atteints de différents types de
tumeurs solides (ovarien, mammaire, colorectal, mélanome, sarcome, prostate...) mutés

BRCAT ou BRCA2 (Fong et al., 2009).

En 2014, P’olaparib (LYNPARZA®) a bénéfici¢é d’une autorisation de mise sur le
marché par ’AEM (Agence Européenne du Médicament). La molécule est indiquée en
monothérapie dans le traitement d'entretien des patientes adultes atteintes d'un cancer
épithélial séreux de haut grade de 1'ovaire, des trompes de Fallope ou péritonéal primitif : (1)
récidivant et sensible au platine, (2) avec une mutation du géne BRCA (germinale et/ou
somatique) et (3) qui sont en réponse, complete ou partielle, a une chimiothérapie a base de
platine (HAS, 2015; VIDAL, 2017). Récemment, deux autres molécules, le rucaparib
(RUBRACA®) et le niraparib (ZEJULA®), ont été autorisées aux Etats-Unis par la FDA,
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dans le traitement des cancers de I’ovaire mutés BRCA, en monothérapie (FDA, 2016, 2017).
De nombreux essais cliniques avec les différents inhibiteurs de PARP dans des cancers mutés

BRCA sont en cours (ClinicalTrials.gov, 2017).

La stratégie de 1étalité synthétique peut étre étendue aux cancers déficients pour la voie
de réparation en HR par des mécanismes différents de BRCA1/2, phénoméne appelé
« BRCAness » (Cerrato et al., 2016; del Rivero and Kohn, 2017). Plusieurs mécanismes
peuvent étre impliqués : perte de RADS1, mutation d’ATM/ATR, de CHK2 ou du gene
Fanconi, amplification de EMSY ...

I11.4.3. La résistance aux inhibiteurs de PARP

Certains patients ne répondent pas initialement ou développent des résistances
secondaires aux inhibiteurs de PARP. Ces résistances peuvent étre liées a la restauration de la
réparation par HR dans les tumeurs. En effet, il a été rapporté que certains patients deviennent
résistants au traitement par 1’olaparib apres acquisition d’une mutation secondaire de BRCA2
(Barber et al., 2013). De plus, un des mécanismes de résistance rapporté est di a la perte
d’expression de PARP1 (Bajrami et al., 2014; Murai et al., 2012). Un autre mécanisme de
résistance est li¢ au fait que les inhibiteurs de PARP soient des substrats de la protéine
d’efflux MDR1/Pgp (Multidrug Resistance Protein 1/ Permeability-GlycoProtein) (Henneman
etal., 2015; Lawlor et al., 2014; Parrish et al., 2015).

111.5. Liens entre PARPI et Topl

Comme indiqué précédemment, I’inhibition de PARP sensibilise les cellules a la CPT et
ses dérivés (Cf. partie 111.4.1). En effet, les cellules déficientes en PARP1 sont hypersensibles
a la CPT (Chatterjee et al., 1989; Hochegger et al., 2006, Pommier et al., 2006; Smith et al.,
2005). L’inhibition pharmacologique de PARP1 potentialise la cytotoxicité de la CPT et de
ses analogues dans différentes lignées tumorales et dans des modeles de xénogreffes de souris
notamment en augmentant la formation de DSB (Bowman et al., 2001; Calabrese et al., 2004;
Cristini et al., 2016; Delaney et al., 2000; Mattern et al., 1987; Miknyoczki et al., 2003; Patel
et al., 2012; Smith et al., 2005; Zhang et al., 2011b). Plusieurs mécanismes sont impliqués

dans cette synergie.
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En condition normale, PARPI et la Topl interagissent dans la cellule (Bauer et al.,
2001; Yung et al.,, 2004). L’interaction entre les deux permet d’augmenter 1’activité de
relaxation de la Topl. En réponse a un dommage induit par I’agent alkylant MNNG (N-
methyl-N-nitro-N-nitrosoguanidine), PARP1 est auto-PARylée et se détache de la Topl. Par

conséquence, ’activité de la Topl diminue (Yung et al., 2004)

Les Toplcc produites par la CPT induisent 1’autoPARylation de PARP1 et augmentent
le taux de PARylation global dans la cellule (Bowman et al., 2001; Das et al., 2014; Fu et al.,
2016; Zhang et al., 2011). Par ailleurs, la CPT induit la PARylation de Topl (Das et al.,
2016). L’augmentation de la PARylation a pour conséquence 1’activation de la réparation des
Toplcc par les voies dépendante de PARP1 (Das et al., 2014; Ray Chaudhuri et al., 2012).
Comme décrit dans le chapitre 11.4.3., les Toplcc peuvent étre réparées par trois mécanismes
différents : la voie des hélicases, la voie TDP1 et la voie des endonucléases. PARP1 intervient
dans les deux premiers mécanismes. PARPI inhibe I’action de I’hélicase RECQI1 afin de
bloquer le redémarrage des fourches de réplication jusqu’a ce que la réparation des Toplccs
soit terminée (Berti et al., 2013; Ray Chaudhuri et al., 2012; Sugimura et al., 1971). L’enzyme
TDP1 hydrolyse la liaison phosphodiester entre I’extrémité 3’ de I’ADN et la Topl.
L’inhibition de PARP par I’olaparib ou le véliparib n’augmente pas la réponse cytotoxique de
la CPT dans des cellules déficientes en TDP1 (Alagoz et al., 2014; Das et al., 2014; Zhang et
al., 2011b). Le domaine N-terminal de TDPI1 lie directement le domaine C-terminal de
PARPI (Das et al., 2014). De plus, PARP1 stabilise TDP1 en PARylant I’enzyme. Cette
PARylation entraine le recrutement de TDP1 au site du dommage sans modifier son activité

catalytique (Das et al., 2014).

L’inhibition de PARPI par I’AG14361 augmente le nombre de SSB produites par le
topotécan. Cependant, I’AG14361 n’a pas d’effet sur le nombre de Toplcc formés par le
topotécan a des temps courts (30 min), ni apreés un long traitement (16 heures) (Smith et al.,
2005). De méme, I’inhibition de PARP1 par le véliparib augmente le nombre de DSB
produites par la CPT mais ne modifie pas le taux de Toplcc induit par la CPT, notamment

dans les cellules U20S (Zhang et al., 2011Db).
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Mon laboratoire de thése s’intéresse au role de la protéine RhoB dans la progression
tumorale et les mécanismes de résistance aux génotoxiques et aux agents utilisés en thérapie
ciblée dans le cancer. Des travaux de 1’équipe ont mis en évidence une nouvelle fonction de
RhoB dans la réponse aux dommages induits par la CPT (Mamouni et al., 2014). En réponse a
la CPT, I’activation de la voie Chk2-HuR-RhoB favorise la déphosphorylation de YH2AX par
la phosphatase PP2A et la réparation des DSB. Il a ét¢ montré, dans la littérature (Cf. Partie
[.1.4.2.) que d’autres GTPases Rho, comme Racl, participent a la réponse aux dommages de
I’ADN. L’ensemble de ces données nous amene a déterminer s’il existe d’autres GTPases

Rho impliquées dans la réponse aux traitements génotoxiques.

Dans ce contexte, le premier objectif de ma thése était de déterminer parmi toutes les
GTPases Rho, lesquelles étaient induites de fagon précoce par la CPT. Le choix de la CPT
repose sur deux critéres : la sélectivité de la molécule et le fait qu’elle produise des DSB
(Pommier, 2006). En effet, la CTP a pour unique cible la Topl. Son mécanisme d’action
consiste a stabiliser la formation de complexes de clivage Topl-ADN appelés « Toplcc ». La
stabilisation des Toplcc génére la formation de DSB. Les DSB sont parmi les dommages les
plus déléteres pour la cellule. Si elles ne sont pas réparées, elles peuvent aboutir a la mort de
la cellule ou engendrer des mutations ou des aberrations chromosomiques et ainsi favoriser le
processus tumoral. Pour cette étude, nous avons choisi comme mod¢le principal les cellules
d’ostéosarcome U20S, fréquemment utilisées dans 1’étude des dommages de I’ADN car elles
sont proficientes pour les voies de signalisation des dommages de I’ADN. Lors de ce crible,
outre RhoB, nous avons identifi¢ deux nouvelles Rho GTPases induites par la CPT : RhoV et
RNDI1. En réponse a la CPT, le taux d’induction le plus fort est celui de RNDI1. De plus,
RNDI a été identifi¢ comme un geéne suppresseur de tumeur dans le sein (Okada et al., 2015).
Pour ces deux raisons, nous avons choisi de focaliser la suite de mes travaux sur ce géne.

Les deux objectifs suivants de ma thése ont ¢ét¢ de caractériser I’induction de RNDI en

réponse a la CPT et de déterminer le role de RND1 dans la réponse cellulaire a la CPT.
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ABSTRACT

RHO GTPases regulate essential functions such as the organization of the actin cytoskeleton.
The classic members cycle between an active GTP-bound and an inactive GDP-bound
conformation whereas atypical members are predominantly GTP-bound. Besides their well-
established role, the classic RHO GTPases RHOB and RACI, are rapidly induced and/or
activated by genotoxic stress and contribute to the DNA damage response. Here, we used
camptothecin, a selective topoisomerase I (TOP1) inhibitor that stabilizes TOP1 cleavage
complexes (TOPlcc), to search for other potential early DNA damage-inducible RHO
GTPase genes. We identified that an atypical RHO GTPase, RNDI, is rapidly induced by
camptothecin. RND1 induction is closely associated with the presence of TOP1cc induced by
camptothecin or by DNA lesions that elevate TOPlcc levels such as UV and hydrogen
peroxide. We further demonstrated that camptothecin increases RND/ gene transcription and
mRNA stability. Camptothecin also increases Poly(ADP-ribose) polymerase 1 (PARP-1)
activity, whose inhibition reduces RND/ transcription. In addition, overexpression of RND1
increases PARP-1, suggesting a crosstalk between PARP-1 and RNDI. Finally, RNDI
protects cells against camptothecin-induced apoptosis and hence, favors cellular resistance to
CPT. Together, these findings highlight RND1 as an atypical RHO GTPase early induced by
a TOPlcc and show that TOPlcc-PARP-1-RND1 pathway protects cells against apoptosis

induced by camptothecin.



INTRODUCTION
The RHO GTPase family comprises 20 members in human, which can be divided into classic
and atypical members '. Classic RHO GTPases, such as RHOB and RACI, cycle between an
active GTP-bound and an inactive GDP-bound conformation. Atypical RHO GTPases, such
as RND1, are unable to hydrolyze GTP and are therefore in a constitutive active GTP-bound
conformation > *. Other atypical members, such as RHOU, and presumably also RHOV, have
a high nucleotide exchange rate and hence are assumed to be mainly GTP-bound *.
Consequently, the tight control of the expression of atypical RHO GTPases is important to
precisely tune their activity. GTP-bound RHO GTPases bind to their effectors and regulate
pivotal cellular functions, including the organization of the actin and microtubule
cytoskeletons, cell adhesion and cell migration .

Besides their canonical roles, the RHO GTPases RAC1 and RHOB have been
implicated in the early response to DNA damage. Inhibition or deletion of RAC1 reduces the
DNA damage signaling pathway upon UV light © or ionizing radiation ’ and, sensitizes cell to

7

ionizing radiation ' or to UV-light-induced apoptosis °. Unlike RACI that is primarily

activated in response to DNA damage without change in expression " *, RHOB is both

. . 9,10, 11
induced and activated —

. RHOB induction by genotoxic stress, such as UV light and the
topoisomerase I (TOP1) inhibitor camptothecin (CPT), is rapid and relies on increased
transcription and/or transcript stability  '°. Increased expression of RHOB promotes DNA
repair and confers cell resistance to genotoxic stress °. At present, it is not known whether,
besides RHOB, other RHO GTPases are early DNA damage-inducible genes, at the
expression level.

TOP1 solves DNA topological problems that are generated during transcription and

replication '%. It relaxes DNA by forming transient TOP1 cleavage complexes (TOPlcc),

which are TOP1-linked DNA single strand-breaks. After DNA relaxation, TOP1cc reverse



rapidly, and TOP1 is released as the DNA religates. The transient TOPlcc can be trapped
selectively by CPT and its derivatives irinotecan and topotecan, used to treat cancers, which
bind at the TOP1-DNA interface '°. Many DNA alterations including oxidative base damages
15 and UV lesions '® ' also interfere with TOP1 nicking-closing reactions and give rise to

elevated levels of TOP1cc (see Table 1 in '?). Persistent TOP1cc can lead to the production of

18, 19, 20 21,22, 23

DNA double-strand breaks during replication and transcription , and ultimately
to apoptotic cell death ** .

An early response to long-lived TOPlcc is the interference with the progression of
transcription ' %°. Indeed, trapping TOPlcc by CPT inhibits transcription elongation with
increasing efficiency as the genes become longer and contain more exons ** 2’ 2*. However,
genes are differentially affected by CPT and a fraction of them, primarily the short and low-
expressed genes, are upregulated 2* ?7. The mechanisms by which CPT-induced TOPlcc
trapping enhanced transcription at some genes are largely unknown. Here, we identified
RNDI as the first atypical RHO GTPase, which is rapidly induced at the gene level by CPT
and DNA damaging agents that indirectly trap TOPlcc, such as hydrogen peroxide (H202)
and UV light. We found that persistent TOPlcc increase RND1 transcription by a mechanism
that depends on Poly(ADP-ribose) polymerase 1 (PARP-1) activity, providing one of the first
examples of how stabilized TOPlcc can stimulate gene transcription. Lastly, we found that

increased RNDI1 expression reduces CPT-induced apoptosis, highlighting a protective

function for the TOP1cc-PARP-1-RND1 pathway.

MATERIAL AND METHODS

Drugs, chemical reagents



CPT, H202, flavopiridol (FLV), actinomycin D, cobalt(Il) chloride (CoCl2), paclitaxel,
methotrexate (MTX), 5-aza-2-deoxycytydine (SAZA) and trichostatin A (TSA) were obtained
from Sigma-Aldrich, and the PARP inhibitor veliparib from Selleckchem. H202, CoCl2 and
actinomycin D were dissolved in water, MTX in 0.1 M sodium hydroxide and the other agents

in DMSO.

Cell lines, culture and treatments

Human osteosarcoma (U20S), glioblastoma (U87), and colon carcinoma (HCT116) cells, and
murine melanoma (B16F10), and embryonic (NIH3T3) cells were obtained from the
American Type Culture Collection (ATCC), and cultured in Dulbecco’s modified Eagle’s
medium (DMEM) supplemented with 10% (v/v) fetal bovine serum. Primary human lung
embryonic WI38 fibroblasts immortalized with hTERT were obtained from Estelle Nicolas
(LBCMCP, Toulouse, France) and Carl Mann (CEA, Gif-sur-Yvette, France) * and cultured
in modified Eagle’s medium (MEM) supplemented with 10% (v/v) fetal bovine serum, 1 mM
sodium pyruvate, 2 mM glutamine and 0.1 mM non-essential amino acids. In Figure 2A, cells
were irradiated at 500j/m2 with a UVB lamp RMX3W system (312 nm) from BioSun (Vilber

Lourmat). In all the experiments, mock samples were only treated with the vehicle.

Cell transfection and transduction



To establish U20S shRND1 and shCtrl cell lines, 3,000 U20S cells were transfected using
jetPEI reagent (Polyplus), with 1 pg of shRNA plasmid with a sequence directed against
RNDI mRNA (GGACAGAAATCCTAGATTATT; QIAGEN) or a control sequence
(GGAATCTCATTCGATGCATAC; QIAGEN). Two days after transfection, transfected cells
were seeded at low density and treated with puromycin. After two to four weeks of selection,
resistant clonal cells appeared, were removed with cloning cylinder and then amplified.

For transient transfection in Figure 6E, 1.5 million U20S cells were transfected with 10 pg of
p-EGFP-RND1 (Addgene) or with 10 pg of p-EGFP (Clontech) using jetPEI reagent
(Polyplus) according to the manufacturer’s protocol. Forty-eight hours after transfection, cells
were sorted by FACS in either GFP-positive or GFP-negative RND1.

To establish U20S RND1-VS5 cell lines, 20,000 (for RND1-V5-high) or 40,000 (for RND1-
V5-low) U20S cells were transduced in complete medium with 10 pg/mL of polybrene with
lentiviral particles (MOI of 5:1) containing the pLX317-puromycin-RND1-V5 (which
contains the cDNA of RNDI; Sigma-Aldrich) or a control sequence (tGFP; Sigma-Aldrich).

Three days after transduction, cells were selected with puromycin.

Quantitative reverse transcription-PCR

Total RNAs were extracted using the RNeasy Plus mini kit (QIAGEN) according to the
manufacturer’s instructions and the concentration and purity of RNA were determined using
the Nanodrop ND-1000. RNA were reverse transcribed using the iScript cDNA synthesis kit
(Bio-Rad). gPCR analyses were performed on a CFX96 real-time system device (Bio-Rad) by
using 1Q SYBR green Supermix (Bio-Rad) according to the manufacturer’s instructions. All
samples were analyzed in triplicate, and actin, GAPDH and 28S mRNA were used as
endogenous controls in the AACT analysis. The human (%) and mouse (m) primer pairs used

were h"RHOA-FW (5’-TGG AAG ATG GCA TAA CCT GTC-3’) and hRHOA-RV (5’-AAC



TGG TGG CTC CTC TGG-3’), hRHOB-FW (5°-TTG TGC CTG TCC TAG AAG TG-3)
and h"RHOB-RV (5’-CAA GTG TGG TCA GAA TGC TAC-3’), hRHOC-FW (5’-TGT CAT
CCT CAT GTG CTT CTC-3’) and hRHOC-RV (5’-GTG CTC GTC TTG CCT CAG-3’),
hRAC1-FW (5’-AGA ACA CCG AGC ACT GAA C-3’) and hRACI-RV (5’-ACG CAT CTG
AGA ACT ACA TAG G-3’), hRAC2-FW (5’-GGA CAG CAA GCC AGT GAA C-3’°) and
hRAC2-RV (5’-GGA GAA GCA GAT GAG GAA GAC-3’), hRAC3-FW (5’-GTG ATG
GTG GAC GGG AAA C-3’°) and hRAC3-RV (5’-CAC TTG GCA CGA ACA TTC TC-3’),
hRHOG-FW (5’-CCG CTC TCA CTT CCT TCTC-3’) and hrRHOG-RV (5’-ACC ACC ACG
CAC TTG ATG-3’), hCDC42-FW (5’-GTC AAG TAT GTG GAG TGT TCT G-3’) and
hCDC42-RV (5’-CAC CTG CGG CTC TTC TTC-3), hRHOJ (QIAGEN; QT00092078),
hRHOQ-FW (5°-TAT GCC AAC GAC GCC TTC-3’) and hRHOQ-RV (5’-GCC GTG TCA
TAG AGT CCT AG-3’), hRHOD-FW (5’-GAT TGG AGC CTG TGA CCT AC-3’) and
hRHOD-RV (5’-GTA ATC CGC CGC CAG AAG-3’), h(RHOF-FW (5’-CAG ACAG ACCT
CAC GAC AG-3’) and hRHOF-RV (5’-AGT TCC AGA ATG TTC CAA GAG-3’), hRHOU-
FW (5’-CGG TGG TGT CTG TGG ATG-3’) and hRHOU-RV (5’-GAA GAT GTC TGT
GTT GGT GTA G-3°), hRHOV-FW (5’-CAT AGC AAG TAG TAG GCA GGA G-3’) and
hRHOV-RV (5’-TCA GAG TGG GCA GTT AGA GG-3’), hRND1a-FW (5’-GCA AGT GTT
AGC GAA GGA-3’) and hRNDI1a-RV (5’-GCA GAG TGG ACG GAC A-3’) , hRND1b-FW
(5’-CGC TCT GAA CTC ATC TCT TC-3’) and hRND1b-RV (5’-CCA TTC CTG TCT CCT
TCC AA-3’) , mRNDI-FW (5’-CAG TTG GGC GCA GAA ATC TAC-3’) and mRNDI-RV
(5°-TGG GCT AGA CTT GTT CAG ACA-3’), hRND2 (QIAGEN QT00219891), hRND3-
FW (5°-CCT GCT CCT CTC GCT CTC-3’) and hRND3-RV (5’-TCT GGC TGG CTC TTC
TCT C-3°), hRhoH-FW (5°-TTC ACC TCC GAG ACC TTC C-3’) and hlRHOH-RV (5°-GCC
ACA GAG TAG CAC ATC AG-3°), h(RHOBTBI-FW (5’-TGG AGC GTT CTC GGG ATG

T-3’) and ARHOBTBI-RV (5’-CGA AAA ACA GAG GAC CAC AAC A-3’), hRHOBTB2-



FW (5’-CAG CCA GCT TTG ACG TGT G-3’) and hRHOBTB2-RV (5’-TTG CCC CGT
AAG ATC CCG T-3’), actin-FW (5’-TCC CTG GAG AAG AGC TAC GA-3’) and actin-RV
(5’-AGG AAG GAA GGC TGG AAG AG-3’), GAPDH-FW (5’-CAG TTG GGC GCA GAA
TCT AC-3’) and GAPDH-RV (5’-TGG GCT AGA CTT GTT CAG ACA-3’) and 28S-FW
(5’-TCG CTG GGT CTT GGA TGT-3’) and 28S-RV (5’-AGC AGA TTG TGA CAG ACC
ATT CC-3’). ARND1a primers were designed at exons 1 and 3 and ARND15b primers at exon
5. hRNDla primers were used to perform experiments showed in Figure 1A, Figure 1B,
Figure 1C, Figure 1D (for U87 and HCT116 cells), Figure 1F, Figure 2A (for UVB) and

Figure 2B. ARND15b primers were used to perform all the other RT-qPCR experiments.

Cell extracts and immunoblotting

Whole cell extracts were obtained by lysing cells in 1% SDS and 10 mM Tris-HCI (pH 7.4)
supplemented with protease inhibitors (Sigma-Aldrich) and phosphatase inhibitors (Halt
phosphatase inhibitor cocktail; ThermoFisher). Viscosity of the samples was reduced by brief
sonication. To detect PAR, cell extraction was performed as described previously *. Proteins
were separated by SDS-PAGE and immunoblotted with the following antibodies: anti-actin
(MAB1501; Millipore), anti-HIF1a (NB100-449; Novus), anti-Tubulin (T5168; Sigma-
Aldrich), anti-V5 tag (46-0705; Invitrogen), anti-PAR (AMS80-100UG; Millipore), anti-
PARP-1 (9542; Cell Signaling), anti-cleaved caspase-3 (9664; Cell Signaling) and anti-
caspase-9 (9502; Cell Signaling). Immunoblotting was revealed by chemiluminescence using
ChemiDoc MP System (Bio-Rad). Quantification of protein levels was done with Image Lab

software (version 4.1).

WST-1 cell viability assays



GFP-positive or GFP-negative RND1 sorted cells (Astrios, Beckman) were immediately
seeded in triplicate into 96-well microplates at a density of 1,000 cells per well. Twenty-four
hours after plating, cells were treated with increasing concentrations of CPT (from 1.6 nM to
25 uM) and cultured for 72 h. The WST-1 reagent (Roche Diagnostics) was then applied for 1
h at 37°C. The formazan dye was quantified at 450 nm using a plate reader (FLUOstar
Optima, BMG Labtech). Data were expressed as the percentage of cell survival (mean + SD

of treated cells normalized to the mean = SD of untreated cells, which was set to 100%).

Clonogenic assays

Three hundred U20S shCtrl or shRNDI1 cells were treated with increased concentrations of
CPT (from 1.25 nM to 20 nM). Ten days after CPT treatment, cells were fixed with 3,7 %
paraformaldehyde (Sigma-Aldrich) and stained with 1% crystal violet (Sigma). Colonies

containing more than 50 cells were counted.

Nascent RNA transcripts analysis

Nascent RNAs were labelled and captured using the Click-iT Nascent RNA capture kit (Life
Technologies) according to the manufacturer’s instructions. A 2-h 5-ethynyl uridine (EU)
pulse at the concentration of 0.2 mM was performed to label nascent RNAs. Three to seven

ug of total RNA was used for the Click reaction.

Luciferase reporter assay

To study the activity of RNDI promoter, three plasmids were used: pGL3-basal
promoterenhancer|RNDI-lucF (kindly provided by Dr Tan, Tianjin, China), pGL3-
basalpromoterRND-lucF and pGL3-promoterenhancer2RNDI-lucF (kindly provided by Dr

Minami, Tokyo, Japan). Using jetPRIME reagent (Polyplus), 60,000 U20S cells were
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transiently cotransfected with 2 ug pGL3-RND Ipromoter plasmid and 20 ng of pRL-CMV
(Promega). Luciferase activities were measured 24 h after transfection by using the Dual
Luciferase assay system (Promega). All data were normalized by Renilla luciferase

luminescence derived from the cotransfected pRL-CMV as described previously *'.

Meta-analysis of RNDI mRNA expression

This  analysis was  performed wusing the online NextbioResearch tools
(http://www.nextbio.com/). We collected RNDI mRNA expression fold change after
treatment with CPT or derivatives in different cancer cells (OCI-LY3 cells: diffuse large B
cell lymphoma; MCF-7: breast cancer cells; PC3: prostate cancer cells or HCT116: colon
cancer cells) or tissue (bone marrow from rats) from seven gene expression datasets. GEO
accession numbers of gene expression datasets in order of appearance: GSE63902 *2;

GSE51068 **; GSE18552 **; GSE5258 *° and GSE37352 *°.

Detection of TOP1 cleavage complexes
Cellular TOP1 cleavage complexes (TOP1cc) were detected as previously ', using the rabbit

monoclonal anti-TOP1 antibody from Abcam (ab109374).

Flow cytometry

For sub-G1 analysis, cells were fixed with 70% ethanol, incubated with RNase A (Sigma-
Aldrich) and stained with propidium iodide (PI; Molecular probes). The stained cells were
analyzed on a BD Accuri C6 flow cytometer (BD Biosciences). Analysis was performed with

the BD Accuri C6 flow cytometer software.

Immunofluorescence
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Fifteen thousand U20S cells were seeded on glass coverslips. After treatment, cells were
washed with PBS fixed in 3.7% paraformaldehyde for 10 min and permeabilized with 0.2%
Triton X-100/1% bovine serum albumin (BSA)/PBS buffer for 5 min. Cells were incubated
with 10% BSA for 30 min to block non-specific binding before incubation with anti-tubulin
primary antibody (clone B-5-1-2; Sigma) diluted in 5% BSA/PBS buffer for 2 h. After
washes, cells were incubated with secondary antibody (Alexa Fluor 594 Phalloidin; Thermo
Fisher Scientific) diluted in 5% BSA/PBS buffer for 1 h. After washes, slides were mounted
using a moewiol mounting solution containing 4’,6’-diamino-2-phenylindole (DAPI) to
counterstained the DNA. Slides were visualized at room temperature by using an inverted

confocal microscope (LSM 780; Carl Zeiss).

RESULTS
RNDI transcripts are rapidly induced by CPT.
To determine the RHO GTPases that are induced early in response to CPT, we treated human
osteosarcoma U20S cells for short times (1 h and 2 h), and analyzed RHO GTPase mRNA
expression by reverse transcription followed by qPCR (RT-qPCR). Among the RHO GTPases
family, the two atypical members RNDI and RHOV, were increased by CPT with RNDI
displaying an approximately 4 and 12 folds’ increase after 1 h and 2 h, respectively, and
RHOYV an approximately 3 and 4 folds’ increase (Figure 1A). RHOB also increased under
these conditions (Figure 1A), as previously reported °. Among the two newly identified RHO
GTPases, RND1 and RHOV, which are induced early by CPT (Figure 1A), we further
characterized RND1.

Kinetics of RNDI mRNA induction in U20S cells showed that at 25 uM of CPT,
RNDI increased within 1 h and reached a plateau after 2 h (Figure 1B). To investigate

whether the induction of RNDI mRNA was dose-dependent, cells were treated for 2 h with
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increasing CPT concentrations. RNDI induction was detected at 1 pM and increased with
increasing concentrations of CPT (Figure 1C). RNDI induction was also observed in other
human cell lines (glioblastoma U87, colon carcinoma HCT116, primary lung WI38 hTERT),
and mouse cell lines (embryonic NIH3T3, melanoma B16F10) treated with CPT (Figure 1D).
Meta-analysis of microarray databases further supports the increase of RNDI mRNA levels
after short treatment with CPT or its water-soluble derivatives, topotecan and irinotecan, in
human and rodent cell lines, and in tissues (Figure 1E). In contrast, the two RND1 homologs,
RND2 and RND3 were not induced after a short treatment with CPT in the cell lines analyzed
(Figure 1A, supplemental Figure 1A and 1B).

As other groups *°, we could not find or generate high-affinity antibodies that react
specifically with endogenous RNDI1. Therefore, to determine whether the increase in RND1
transcript levels could be associated with an increase in RNDI protein levels in CPT-treated
cells, we generated U20S cells stably expressing low or high levels of V5-tagged RNDI
transcripts (Figure 1F). Cells with low and high levels of RNDI transcripts (Figure 1F)
expressed low and high levels of RND1-V5 protein (Figure 1G), respectively, suggesting that
increasing RND1 transcript expression also increases RND1 protein levels. Altogether, these

results identify RND1 as a new early-inducible RHO GTPase gene in response to CPT.

RNDI transcripts are closely associated with the presence of TOP1cc

CPT has for sole cellular target the TOPlcc . To assess whether TOPlcc stabilization by
CPT primes the increase of RNDI mRNA levels, we examined whether other agents that
induce TOP1cc would also induce RND 1. Oxidative- and UV-mediated DNA lesions give rise
to elevated levels of TOP1cc (see Table 1 in '). As a result, hydrogen peroxide and UV light
have been reported to induce cellular TOPlcc '™ ¥, Figure 2A shows that both agents

increased RNDI mRNA levels. Conversely, agents that do not induce TOP1cc, including the
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hypoxia-mimicking agent cobalt (II) chloride (CoCl2), the dihydrofolate reductase inhibitor
methotrexate, and the tubulin inhibitor paclitaxel, did not increase RND1 (Figure 2B), under
conditions where they exert their expected biological effects (for CoCl2, see supplemental
Figure 2A; for methotrexate, see supplemental Figure 2B; for paclitaxel, see supplemental
Figure 2C).

Because CPT-induced TOPlcc are reversible *°, we further examined RNDI
transcripts following CPT removal. After termination of the CPT treatment, RNDI mRNA
returned to their baseline levels (Figure 2C, top panel) as TOPlcc reversed (Figure 2C,

bottom panel). Together, these results indicate that the increase of RNDI transcripts is closely

associated with the presence of TOP1cc.

CPT increases RNDI transcription and RNDI transcript stability

The early increase of RNDI mRNA in CPT-treated cells could depend on an increase in
transcription and/or in transcript stability. Analysis of RND/ transcription by captured of
nascent transcripts followed by RT-qPCR showed that CPT increased by approximately 20
folds the transcription of RNDI gene (Figure 3A). This increase fully reversed after the
removal of CPT (Figure 3A), indicating that RNDI transcription is closely related to the
presence of TOP1cc. To determine whether the increase of RND/ transcription in CPT-treated
cells would depend on the activity of its promoter, we measured the activity of a luciferase
reporter gene placed under the control of the RNDI minimal promoter either alone or together
with a proximal or a distal enhancer region ** *. Figure 3B shows that CPT did not increase
luciferase activity in cells transfected with each of these constructs, suggesting that the
increase in RND1 transcription by CPT might not primarily depend on an increase activity of

its minimal promoter and the tested enhancers.
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Next, we compared the stability of RNDI mRNA between untreated and CPT-treated
cells. Experiments performed in the presence of the transcription inhibitor flavopiridol
showed that the half-life of RNDI mRNA was greatly prolonged in CPT-treated cells (Figure
3C). Similar results were obtained with the transcription inhibitor actinomycin D (Figure 3D).
Altogether, these data indicate that the increase of RNDI transcript levels in response to CPT

is associated with an increase in both RND]I transcription and RND] transcript stability.

PARP-1 increases RNDI transcription in response to TOP1cc

41.42.43.- 4 and transcript stability ** via the addition of

PARP-1 can promote gene transcription
Poly(ADP-ribose) residues (PAR) on proteins, an activity named PARylation. Because a short
time CPT treatment increases PARP-1 activity *°, we examined whether PARP-1 could
promote the increase in RND/ transcript levels in CPT-treated cells.

As reported *°, CPT increased protein PARylation (Figure 4A). Protein PARylation
was reversible and returned to its baseline level after CPT removal (Figure 4A), a similar
effect to that of RNDI mRNA levels (Figure 2C) and RNDI gene transcription (Figure 3A).
Then, we assessed whether inhibiting PARP-1 activity would prevent the induction of RND/
mRNA. The PARP-1 inhibitor veliparib partially prevented the induction of RNDI mRNA in
response to CPT (Figure 4B) under conditions where it prevented protein PARylation (Figure
4A). Then, we asked whether PARP inhibition would decrease RNDI transcription and/or
RND] transcript stability. In CPT-treated cells, veliparib strongly inhibited RNDI
transcription (Figure 4C), while it did not decrease the half-life of RND] transcripts (Figure
4D). Altogether, these results suggest that, in CPT-treated cells, TOPlcc stabilization

increases PARP-1 activity, which in turn increases the transcription of RNDI gene, leading to

an increase of RND1 transcripts.
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RND1 increases PARP-1 expression in a positive feedback loop

Next, we considered whether there is a cross talk between PARP-1 and RND1 or whether the
talk is limited to one direction in which PARP-1 induces RNDI1. To test this, we asked
whether modulating RND1 expression would modulate PARP-1 expression. Downregulation
of RNDI mRNA levels by shRNA in U20S cells (Figure 5A), decreased PARP-1 expression
(Figure 5B). Conversely, U20S cells overexpressing RND1 (characterized in Figures 1F,G),
also overexpressed PARP-1 (Figure 5C). These results suggest that PARP-1 activity increases

RNDI1, which in turn increases PARP-1 expression in a positive feedback loop.

RND1 reduces the sensitivity of cells exposed to CPT

To assess the potential role of RND1 in the cellular response to TOPlcc stabilization, we first
compared the sensitivity of shCtrl and shRND1 U20S cells (characterized in Figure SA) to
CPT treatment. Cells were treated with increasing concentrations of CPT, and CPT sensitivity
was assessed by clonogenic assays. Figures 6A,B show that shRNDI1 cells formed
significantly less clones in response to CPT than shCtrl cells. The increase in sensitivity of
shRND1 cells to CPT was further associated with an increase of apoptotic marks such as sub-
G1 population (Figure 6C), and the cleavage of caspase-9, caspase-3 and PARP-1 (Figure
6D). Conversely, overexpression of RND1 in U20S cells (Supplemental Figure 3) decreased
cell sensitivity to CPT as measured by WST-1 survival assays (Figure 6E) and decreased
apoptotic marks (Figure 6F). Together, these results demonstrate that RND1 protects cells

against CPT, likely by preventing apoptosis.

DISCUSSION
Here we identified RND1 as an early inducible RHO GTPase gene in response to CPT. This is

the first time that an atypical RHO is reported to respond early to DNA damaging agents. Our
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data support a model depicted in Figure 7 in which CPT-induced TOPlcc stabilization
increases PARP-1 activity that triggers RNDI transcription, which elevates the levels of
RNDI transcripts (and likely also the protein). In turn, the increase of RND1 protein levels
promotes an increase of PARP-1 protein levels, suggesting a positive feedback loop between
PARP-1 and RND1 in response to CPT. The increase of RNDI induced by the TOPlcc-
PARP-1 pathway protects cells against CPT, likely by inhibiting apoptosis. PARP-1-
independent pathways probably also contribute to the increase of RND/ transcript levels, as
the inhibition of PARP-1 activity with veliparib does not completely suppress CPT-induced
RNDI transcripts. Such pathways might involve an increased stability of RND/ transcripts as
our analysis shows that CPT extends the half-life of RNDI mRNA in a PARP-1-independent
manner.

Our study uncovers the close relationship between TOPlcc and the transcription of
RNDI. Indeed, CPT, which induces RNDI transcription, has for sole cellular target the
TOPlcc ", and reversion of TOPlcc following termination of the CPT treatment readily
restores the baseline levels of RNDI transcription and RNDI transcripts. In addition,
hydrogen peroxide and UV light, which induce DNA lesions that interfere with TOP1

14, 16, 17, 37 .
» > 520 also increase

nicking-closing activity and give rise to elevated levels of TOPlcc
RNDI transcript levels. Besides TOP1 inhibitors and DNA alterations (see Table 1 in %),
several other processes lead to persistent TOP1cc, including ribonucleotide incorporation into
DNA 4647 48, genetic defects such as ATM defect 49, and transcriptional activation 30, Hence,
the increased transcription of RNDI due to TOPlcc stabilization might be a frequent event
occurring under both physiological and stress conditions.

An early response to CPT is the global inhibition of transcription *" *'

. However,
genes are differentially affected by CPT and a fraction of them, primarily the short and low-

expressed genes, are upregulated ** *”?®. In accordance with this, RND! is a short gene (8.7
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Kbp), with a low-expression in most healthy tissues apart from brain and liver > and in
addition, RNDI expression is significantly down regulated in several aggressive tumors
compared to normal tissues ** °*>*. The mechanisms by which CPT enhances transcription of
some genes are largely unknown. Here we reported that CPT induces PARP-1 activity, which
in turn stimulates RND transcription. This effect is likely related to TOP1cc. Similar to CPT,
H202 and UV light, induce persistent TOPlcc '" 7, increase RNDI transcript levels (this
study), and also increase PARP-1 activity >* *°>. Whether TOP1cc-induced PARP-1 activity is
a common mechanism for CPT to promote gene transcription or whether it is restricted to
RNDI gene remains to be investigated.

It is now well documented that PARP-1 regulates transcription *° asides from its well-
recognized role in DNA repair °’. PARP-1 is enriched to the promoters of actively transcribed
genes ° and, stimulates transcription initiation by maintaining an ‘open’ chromatin
environment through PARylation of core histones and exclusion of histone H1 from the DNA
438 or inhibition of histone H3K4me demethylation by KDM5B *. PARP-1 could also
promote transcription by stimulating transcription elongation. PARP-1 PARylates subunits of
the negative elongation factors (NELF), NELF-A and NELF-E, which triggers the release of
RNA polymerase II from its paused site for productive elongation **. Our results showing that
increased RNDI1 transcription by CPT does not relies on increased activity of its promoter
suggest that PARP-1 might primarily function in stimulating transcription elongation of
RND] gene. PARP-1-independent pathways probably also contribute to the increase of RND/
transcription, as PARP-1 inhibition does not completely suppress CPT-induced RNDI
transcription. A previous study shows that the CPT derivatives topotecan can stimulate
UBE3A transcription by downregulating the expression of its antisense transcript *°. The non-

coding RNA AGAP2-AS1 has been reported to inhibit RNDI transcription ** ', which raises
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the possibility that CPT could inhibit AGAP2-AS1 transcription, which in turn could increase
RND] transcription.

Lastly, our analysis shows that RND1 protects cells against CPT-induced apoptosis
and hence favors cell resistance. These findings extend the role of RNDI1 beyond its original
function in the disassembly of actin filament structures and loss of cell adhesion 2 as well as in
embryonic development, where it promotes the formation and maturation of neuronal

62, 63

protrusions and controls gastrulation movements ®*. In addition, RNDI behaves as a

tumor suppressor gene. RND1 expression levels decrease in several aggressive tumors >% % >,
and RNDI1 loss in immortalized mammary cells can initiate breast tumorigenesis and
promotes metastasis *°. Even in tumor cell lines expressing low levels of RND1 such as MCF-
7 cells 36, U87 cells > and U20S cells, RND1 could be transiently induced by TOPlcc to

resist to CPT derivatives. This potential selective advantage of tumor cells suggests that

inhibiting RND1-dependent signaling could sensitize them to CPT derivatives.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: Rapid induction of RNDI transcripts by CPTs

(A) RT-qPCR analysis of RHO GTPase mRNA in U20S cells treated with 25 uM CPT for the
indicated times. Data were normalized to that of untreated cells, which was denoted by the
dashed line (means + SEM, n > 3). *P<(.05, ***P<0.001, ****P<0.0001 by two-way
ANOVA. Colors are RHO GTPase sub-families. (B,C) RT-qPCR analysis of RNDI mRNA in
U20S cells treated for the indicated times with 25 uM CPT (B), and with the indicated CPT
concentrations for 2 h (C). Data are expressed as means = SD for n > 3. Ns = not significant,
*P<0.05, ***P<0.001, ****P<(0.0001 by one-way ANOVA. (D) RT-qPCR analysis of RNDI
mRNA in cells treated with 25 pM CPT for 2 h (U87, HCT116, and WI38 hTERT cells) or 4 h
(B16F10 and NIH3T3 cells) (means = SD, n> 3). *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 by

unpaired ¢ test. (E) Meta-analysis of RNDI expression fold change after treatment with CPT
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or its derivatives irinotecan or topotecan in human cancer cells (OCI-LY3; MCF-7; PC3;
HCT116) or rat tissue (bone marrow) from gene expression datasets (at least p<0.05 by
unpaired ¢ test). Fold induction equals a value of 1.4 to 2 (+) or of 2.1 to 6 (++). (F,G) U20S
were stably expressing V5-tagged RND1 at low (RND1-V5-low) or high levels (RND1-V5-
high) or EGFP (ctrl). (F) RT-qPCR analysis of RNDI mRNA (means + SD, n = 3). **P<(.01,
**#*¥P<0.001 by unpaired ¢ test. (G) Western blotting analysis of V5 tag. Actin: loading

control. Dashed lines indicate that intervening wells have been spliced out.

Figure 2. RNDI transcripts are closely associated with the presence of TOP1cc

(A,B) RT-qPCR analysis of RNDI mRNA in U20S cells treated for 2 h with 1 mM H202 or
irradiated with 500j/m2 UVB (A), or treated with 100 uM CoCI2, 50 uM methotrexate or 10
uM paclitaxel (B). A treatment with CPT has been perform in parallel as a positive control
(not shown). Data are expressed as means + SD for n = 3. Ns = not significant, *P<0.05,
**P<0.01 by unpaired ¢ test. (C) U20S cells were treated with 25 uM CPT for 2 h and
washed and cultured in CPT-free medium (CPT + Washes) for 2 h to allow reversion of
TOPlcc. Top panel: RNDI mRNA was analyzed by RT-qPCR (means + SD, n = 3).
*#*P<0.001 by one-way ANOVA. Bottom panel: Detection of TOP1cc. Two concentrations

of genomic DNA (5 and 2.5 pg) were probed with an anti-TOP1 antibody.

Figure 3. CPT increases RNDI transcription and RNDI transcript stability

(A) U20S cells were treated with 25 uM CPT for 1 h and washed and cultured in CPT-free
medium (CPT + Washes) for 0.5 h to allow reversion of TOPlcc. At the end of each time
point, 0.2 mM EU was added to the culture medium for 2 h, after which EU-labeled nascent
RNAs were captured. Nascent RND1 RNAs were then analyzed by RT-qPCR (means + SEM,

n = 3; except for the “CPT + Washes” time point, for which n = 2). **P<0,01 by unpaired ¢
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test. (B) Left panel: Diagram of pGL3-RNDI promoter constructs (minimal promoter alone,
minimal promoter with a proximal or a distal enhancer in order of appearance). Right panel:
Luciferase activity of U20S cells treated with 25 uM CPT for 2 h (minimal and distal
promoter) or 3 h (proximal promoter). For the positive control, luciferase activity of U20S
cells treated with 1 uM 5-aza-2’-deoxycytidine (SAZA) for 72 h and with 100 nM trichostatin
A (TSA) for 24 h (means + SD, n = 3). Ns = not significant, *P<0.05 , **P<0.01 by one-way
ANOVA. (C) U20S cells were left untreated or were treated with 25 uM CPT for 2 h before
the addition of the transcription inhibitor flavopiridol (FLV, 1 uM) for the indicated times.
RNDI mRNA was then analyzed by RT-qPCR and normalized to the level at the time of FLV
addition (means + SD, n = 3). ***P<0.001, ****P<0.0001, by two-way ANOVA. The half-

life (¢,,) of RNDI mRNA is indicated. (D) Experiments were performed as in (C) with the

12
transcription inhibitor actinomycin D (10 pg/ml). A representative experiment out of two is

shown (means + SD of triplicate samples).

Figure 4. The PARP-1 inhibitor veliparib prevents CPT-induced RND1 transcription

(A) U20S cells were treated with 25 pM CPT for 2 h and washed and culture in CPT-free
medium (CPT + Washes) for 2 h to allow reversion of TOP1cc. When indicated, cells were
pretreated with 5 uM veliparib for 1 h. The expression of PAR and PARP-1 were analyzed by
Western blotting. The top panel shows quantification of PAR normalized to PARP-1 (means +
SD, n =2). (B) RT-qPCR analysis of RNDI mRNA in U20S cells treated with 5 uM veliparib
for 1 h before the addition of CPT for 2 h (means + SD, n = 3). **P<0.01, ****P<(0,0001 by
unpaired 7 test. (C) U20S cells were treated with 5 uM of veliparib for 1 h before the addition
of 25 uM CPT for 2 h. At the end of each time point, 0.2 mM EU was added to the culture
medium for 2 h, after which EU-labeled nascent RNAs were captured. Nascent RNDI RNAs

were then analyzed by RT-qPCR. Data were normalized to the level of CPT-treated cells,
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which was taken at 100%. A representative experiment out of two is shown (means = SD of
triplicate samples). (D) U20S cells were treated with veliparib (5 uM, 1 h) followed by the
addition of CPT (25 uM, 1 h). After which, the transcription inhibitor FLV (1 uM) was added
for 4 h. RNDI mRNA expression was analyzed by RT-qPCR and normalized to the level at
the time of FLV addition, which was set to 100 % (means + SD, n = 3). Ns = not significant

by two-way ANOVA.

Figure 5. RND1 expression regulates PARP-1 expression

(A,C) U20S cells were stably expressing shRNAs against RND1 (shRND1) or against a
control sequence (shCtrl). (A) RT-qPCR analysis of RNDI/ mRNA (means + SD, n = 4).
**%%p<0.0001 by unpaired ¢ test. (B) Western blotting analysis of PARP-1. The top panel
shows quantification of PARP-1 normalized to actin or tubulin (means + SD, n = 5).
*#%P<0.001 by unpaired ¢ test. (C) Western blotting of analysis of PARP-1 in U20S stably
expressing high levels of V5-tagged RND1 (RND1-V5-high, see panel 1F) or EGFP (ctrl).
The top panel shows quantification of PARP-1 normalized to actin (means = SD, n = 3).

*P<0.05 by unpaired ¢ test.

Figure 6. RND1 protect cells against CPT-induced apoptosis.

(A,B) Colony formation assay in U20S cells stably expressing shRNAs against RNDI1
(shRND1) or against a control sequence (shCtrl), and treated with increased concentrations of
CPT (from 1.25 nM to 20 nM). Percentages of colonies were assessed after 10 days by
counting the number of colonies and normalized to that of untreated cells, which was set at
100% (means + SD, n = 4). Ns = not significant, *P<0.1, **P<0.01, ***P<(0.001, by two-way
ANOVA. (C) U20S shRNDI1 or shCtrl cells were treated with 25 uM CPT for 24 h.

Percentage of sub-G1 cell population was analyzed by flow cytometry. The top panel shows
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quantification of sub-G1 cell population for three independent experiments (means + SEM).
*P<0.05 by unpaired ¢ test. Bottom: one representative experiment is shown. (D) Western
blotting analysis of the indicated proteins in U20S shRND1 or shCtrl cells treated with 25
uM CPT for 24 h. Caspase-9“": cleaved caspase-9, Caspase-3“": cleaved caspase-3, PARP-
1% cleaved PARP-1. Data shown are representatives from three experiments. (E) U20S cells
were transfected with pEGFP-RNDI1 plasmid. 48 h after transfection, GFP- and GFP+ U20S
cells were separated by cell sorting. GFP- and RND1 GFP+ U20S cells were treated with
increased concentrations of CPT (from 0.0016 uM to 25 puM). 72 h after treatment, cell
survival was analyzed by a WST-1 assay. A representative experiment out of three is shown
(means £ SD for triplicate samples). Ns = not significant, **P<0.01, ****P<(0.0001, by two-

way ANOVA. (F) Similar experiments as in panel (D) in U20S Ctrl and RND1-V5-high cells
Figure 7. Proposed model for the induction of RND1 in response to CPT.
CPT stabilizes TOP1cc, which in turn induce apoptosis ** [1]. TOP1cc also activates a PARP-

1-RND1 pathway that counteracts the induction of apoptosis [2].

SUPPLEMENTARY INFORMATION

Supplementary data are available at Cell Death and Differentiation online.
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Supplementary Data

PARP-1-dependent RND1 transcription induced by topoisomerase
I cleavage complexes confers cellular resistance to camptothecin

Laetitia Mouly, Kenza Mamouni, Remi Gence, Agnese Cristini, Julia Cherier, Adrien Castinel,
Morgane Legrand, Gilles Favre, Olivier Sordet, Sylvie Monferran

SUPPLEMENTARY FIGURE LEGENDS

Supplemental Figure 1

The expression of RND2 (A) and RND3 (B) was analyzed by RT-qPCR in U87 and WI38
hTERT cells treated with 25 uM CPT for 2 h (means £ SD, n = 3). Ns = not significant,
*#*+P<0.01, ****P<0.0001 by unpaired  test.

Supplemental Figure 2

(A) Western blotting of HIF1a and actin in U20S cells treated for 2 h with 100 uM CoCI2. (B)
Cell survival of U20S cells treated for 72 hours with 50 uM methotrexate (MTX), normalized
to the level of untreated cells which was set at 100%. (C) Representative images of U20S cells
treated with 10 uM paclitaxel for 2 h, fixed and then stained for tubulin (red). DNA was
counterstained with DAPI (blue).

Supplemental Figure 3

U20S cells were transfected with pEGFP-RND1 plasmid. 48 hours after transfection, GFP-
and GFP+ U20S cells were separated by cell sorting in comparison with signals observed in
non-transfected cells.
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Résultats supplémentaires

1) Induction de RND1 par les analogues cliniques de la CPT

Nous avons étudié¢ dans différents modeles cellulaires si RND1 était induit par les analogues
cliniques de la CPT, ’irinotécan et le topotécan, a des temps courts (2 h) (Figure supp. 1). Dans
les cellules U20S et la lignée de cancer du poumon a petites cellules H460, la CPT ou ses
analogues augmentent I’ARNm de RNDI. Dans les lignées de cancer colorectal HCT116 et
DLDI, La CPT ou I’irinotécan induisent une faible augmentation de ’ARNm de RND1.
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Figure supp. 1. Effets des analogues de la CPT sur I’expression de RND1 dans différentes lignées
cellulaires. Les cellules U20S, H460, HCT116 et DLD1 sont traitées par le DMSO (Untreated), la CPT ou ses
analogues, I’irinotécan ou le topotécan (25 uM, 2 h). L’expression de RNDI1 a ét¢ analysée par RT-qPCR N=1

2) L’induction de RND1 par les Toplcc est indépendante de la production de DSB

a) L’expression de RND1 est-elle induite par les DSB ?

Nous avons montré que I’expression de RND1 était induite par la CPT, I’'H20; et les rayons
UV. Ces traitements peuvent tous induire la formation de SSB qui peuvent générer des DSB
lors de la collision avec une fourche de réplication (Peak and Peak, 1990; Prise et al., 1989;
Ryan et al., 1991). Afin d’étudier si les DSB per se induisent RND1, nous avons utilisé¢ deux
sources de DSB : les radiations ionisantes et ’action d’une enzyme de restriction, AsiSI
(Iacovoni et al., 2010). Comme attendu, les IR et I’induction de 1’enzyme de restriction par 4-
hydroxytamoxiféne (4OHT) induisent la phosphorylation du marqueur de DSB, yH2AX
(Figure supp. 1A et 1B, bas). Cependant, la production de DSB dans ces deux systémes
n’induit pas I’expression de RND1 (Figures supp. 2A et 2B, haut).

Pour étudier dans notre systéme le role des DSB, nous avons inhibé leur production dans les

cellules traitées par la CPT. A des concentrations inférieures a 1 pM, les DSB sont
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principalement produites lors de la réplication. Ainsi, I’inhibition de la réplication par
I’aphidicoline, prévient I’induction de YH2AX induite par la CPT (Figure supp. 2C, bas).
Dans ces conditions, 1’aphidicoline ne prévient pas I’induction de RND1 par la CPT (Figure
supp. 2C, haut).

Ainsi, ces résultats semblent indiquer que I’induction de RND1 par la CPT n’est pas

directement liée a la production de DSB.
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Figure supp. 2. L’induction de RND1 par la CPT n’est pas directement due a la production de DSB. (A)
Les cellules U20S sont irradiées par les radiations ionisantes (IR) a la dose de 6 Gy. Le taux d’ARNm de RND1
est analysé par RT-PCRq (A haut). Les données montrées représentent les moyennes + SD de trois expériences
indépendantes. ns = non significatif par ¢ test. En paralléle, les expressions de H2AX et de sa forme phosporylée
en Ser139, yH2AX, ont été analysées par western blot (A bas). (B) Les cellules U20S EV28, exprimant de fagon
stable une enzyme de restriction fusionnée au récepteur modifié des cestrogénes (AsiSI-ER), qui génére des DSB
apres induction par le 4-hydroxytamoxifene (4 OH-TAM), ont été traitées par le DMSO (Untreated) ou par 4OH-
TAM (300 nM, 4 h). L’expression de RNDI1 a été analysée par RT-qPCR (B haut). Les données montrées
représentent les moyennes + SD de trois expériences indépendantes. ns = non significatif par ¢ test. En paralléle,
les expressions de H2AX et de YH2AX ont été analysées par immunofluorescence (B bas). (C) L’expression de
RNDI a été analysée par RT-qPCR dans les cellules U20S traitées par I’inhibiteur de réplication, I’aphidicoline
(APH) (1 uM, 15 min) avant I’ajout de CPT (1 uM, 2 h). Les données montrées représentent les moyennes + SD
de cinq expériences indépendantes. ns = non significatif par one way ANOVA (C haut). En parallele, les
expressions de H2AX et de YH2AX ont été analysées par western blot (C bas).

b) Quel est I’effet de 1’inhibition de I’expression de la Topl sur I’expression de RNDI ?

Nous avons souhaité étudier 1’effet de I’inhibition de la Top1 dans les cellules U20S et WI38
hTERT sur I’expression de RND1. Dans les deux lignées, I’inhibition de Topl par siRNA n’a
pas d’effet sur I’expression de RND1 (Figure supp. 3). Ce résultat confirme qu’en I’absence

de Toplcc, il n’y a pas d’induction de RND1.
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Figure supp. 3. L’inhibition de Top1 n’a pas d’effet sur I’expression de RND1. Les cellules U20S et WI38
ont été transfectées avec un siRNA dirigé contre la Topl (siTopl) ou avec un siRNA contréle (siCtrl).
L’expression de RND1 a été analysée par RT-qPCR dans ces lignées (haut). Les données montrées représentent
les moyennes + SD de trois expériences indépendantes. ns = non significatif par ¢ test. En parallele, les
expressions de la Top1 et de la tubuline ont été analysées par western blot (bas).

3) Quel est ’effet de ’inhibition des trois kinases clés de la DDR, ATM, ATR et DNA-

PK, sur I’induction de RND1, en présence ou non de CPT ?

L’expression de RNDI est régulée par PARP1 qui intervient dans la réparation des DSB. Les
kinases ATM, ATR et DNA-PK initient la DDR en reconnaissant la DSB (Blackford and
Jackson, 2017). Récemment, des inhibiteurs spécifiques de chaque kinase ont été développés
et sont actuellement en essai clinique de phase I ou II dans le traitement des cancers solides en
monothérapie ou en association aux chimiothérapies classiques ou a la radiothérapie (Brown
et al., 2017). Dans les cellules U20S, I’inhibiteur d’ATM (ATMi) ne semble pas avoir d’effet
sur ’expression de RNDI, tandis que I’inhibiteur d’ATR (ATRi) semble induire faiblement
RNDI, en présence ou non de CPT (Figure supp. 4). L’inhibiteur de DNA-PK (DNAPKi),
affectant principalement la réparation par c-NHEJ, induit ’ARNm de RND1 d’un facteur 7
(Figure supp. 4). En association avec la CPT, I’inhibition de DNA-PK augmentent ses effets
sur I’induction de RND1 (Figure supp. 4). L’ inhibition de DNA-PK, et non d’ATM et d’ATR,
entraine une augmentation de I’expression de RND1, ce qui suggere un role de cette protéine

dans le contrdle de I’expression de RNDI.
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Figure supp. 4. L’expression de RNDI1 est induite par ’inhibition de DNA-PK. Les cellules U20S sont
traitées par le DMSO ou prétraitées pendant 1 heure par 10 pM d’ATMi (KU55933), ATRi (VE-821) ou DNA-
PKi (NU 7441) avant I’ajout de CPT (25 uM, 2 h). L’expression de RND1 a été analysée par RT-qPCR. Pour les
cellules traitées par la CPT (+CPT), le taux d’ARNm de RND1 est normalisé par rapport a la condition traitée
uniquement par la CPT. ATMi, ATRi : N=1, DNAPKi : N=2.

4) Recherche de facteurs régulant ’expression de RND1 sous CPT

Au cours de ma these, avant d’avoir identifi¢ I'implication de PARP1 dans le contrdle de
I’expression de RNDI, nous nous sommes intéressés au role potentiel du systeme

ubiquitine/protéasome et du facteur p53 dans I’induction de RNDI.

a) L’expression de RND1 est-elle controlée par le systéme ubiquitine/protéasome ?

Le systéme ubiquitine/protéasome régule la transcription des génes notamment en controlant
la liaison des activateurs et co-activateurs au niveau du promoteur, 1’élongation, la
terminaison ou encore la modifications des histones (Geng et al., 2012).

Afin de déterminer si I’expression de RND1 est controlée par le protéasome, nous avons testé
I’effet de trois inhibiteurs du systéme ubiquitine/protéasome (MG132, Bortézomib : ciblent le
protéasome, G5 : cible 1’ubiquitine) sur le taux d’ARNm de RND1 dans ces cellules WI38
hTERT proliférantes (10% SVF) ou quiescentes (0.2% SVF), en présence ou non de CPT.
Dans les cellules WI38 hTERT proliférantes, les inhibiteurs du protéasome induisent une
augmentation de I’ARNm de RNDI1 (Figure supp. 5). Dans le mod¢le de cellules quiescentes,
il semblerait que I’induction de RND1 par I’inhibition du protéasome soit retrouvée a un plus
faible niveau (Figure supp. 5). Ainsi, il semblerait que I’expression de RND1 soit réprimée
par le protéasome a 1’état de base et qu’elle dépende de I’état de prolifération des cellules
(Figure supp. 5).

Dans les cellules proliférantes et quiescentes, 1’inhibition du protéasome augmente 1’induction

de RNDI1 par la CPT (Figure supp. 5).
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Figure supp. 5. L’expression de RND1 est réprimée par le protéasome et dépend de I’état de prolifération
des cellules. Les cellules WI38 hTERT proliférantes (10 % SVF) ou quiescentes (0.2 % SVF) sont prétraitées ou
non par les inhibiteurs du protéasome, le Mg132 (10 uM, 1h), le bortézomib (1uM, 4 h), le G5 (1.5 uM , 30
min), avant I’ajout de CPT (25 puM, 2 h). L’expression de RND1 a été analysée par RT-qPCR. CPT, Mgl32 :
N=3 moyennes + SD. Bortézomib, G5 : N = 1.

b) L’induction de RND1 par la CPT est-elle régulée par p53 ?

Le taux de protéines p53 augmente rapidement a partir d’un certain seuil de concentration de
CPT, ce qui entraine une augmentation de I’activité transcriptionnelle de p53 (Jaks et al., 2001).
L’expression de RND3, qui posseéde la plus grande homologie de séquence avec RNDI, est
augmentée par p53 (Ongusaha et al., 2006).

Afin de déterminer si I’induction de RNDI par la CPT est dépendante p53, nous avons étudié
I’expression de RNDI1, en réponse a la CPT, dans des cellules HCT116 déficientes pour le géne
P53 (HCT116 p53-/-) et des cellules proficientes pour p53 (HCT116 p53 +/+). Nous n’avons pas
observé de différence significative dans I’induction de RND1 par la CPT entre les deux lignées
(Figure supp. 6). Il semblerait donc que I’induction de RND1 par la CPT soit indépendante de
pS3.
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Figure supp. 6. L’induction de RND1 par la CPT est indépendante de p53. Les cellules HCT116 p53+/+ et
HCT116 p53-/- sont traitées par 25 uM de CPT pour les temps indiqués. L’expression de RND1 a été analysée
par RT-qPCR. Les données montrées représentent les moyennes + SD de trois expériences indépendantes. ns =
non significatif, **P<0.01, ****P<0.0001 par one-way ANOVA.

5) Quel est ’effet de ’inhibition de ’expression de PARP1 sur I’expression de RND1 ?

Dans les cellules U20S, nous avons observé que I’inhibition catalytique de PARP1 par le
véliparib diminue 1’expression de RNDI1. Il a été montré que la substitution de 1’histone H1
par PARPI1 inactive entraine une conformation de la chromatine sous forme inactive mais
moins condensée (Kim, 2004). L’absence de PARPI sur la chromatine entraine une
chromatine inactive trés compactée. Afin de déterminer si 1’expression de PARPI peut
¢galement contrdler I’expression de RND1, nous avons inhibé 1’expression de PARP1 par
siRNA et étudi¢ par RT-PCRq I’expression de RND1. L’inhibition de PARP1 par siRNA
réduit ’expression de RND1 de 80% dans les cellules U20S (Figure supp. 7), ce qui suggere

que I’expression de PARP1 controle I’expression de RNDI.
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Figure supp 7. L’inhibition de PARP1 inhibe I’expression de RND1. Les cellules U20S ont été transfectées
avec un siRNA dirigé contre la PARP1 (siPARP1) ou avec un siRNA contrdle (siCtrl). L’expression de RND1 a
été analysée par RT-qPCR (haut). En paralléle, les expressions de la PARP1 et de la tubuline ont été analysées
par western blot (bas). N=1
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6) Le miR-199a-5p, identifi¢é pour inhiber I’expression de RNDI1, est-il régulé par la
CPT?

Nous avons montré que la CPT augmente la demi-vie de RNDI. La CPT inhibe la
transcription de certains miR (Veloso et al., 2013). La partie 3’'UTR de ’ARNm de RND1
possede un ou plusieurs sites spécifiques de liaison pour le miR-199a-5p. L’expression de ce
miR entraine la diminution de celle de RND1 (Monastyrskaya et al., 2013). Afin d’étudier si
le miR-199a-5p était régulé par la CPT, nous avons étudié son expression en réponse a la
CPT. Dans les cellules U20S, nous n’avons pas observé d’effet sur I’expression du miR-
199a-5p en réponse a la CPT (Figure supp. 8). Ainsi, il semblerait que la CPT ne contrdle pas
I’expression du miR-199a-5p.

mir199a-5p mRNA levels

0
>

«
@ R
&\\@;a @)

Figure supp. 8. La CPT n’a pas d’effet sur I’expression du miR-199a-5p. Les cellules U20S sont traitées par
le DMSO (Untreated) ou par la CPT (25 puM, 2 h). L’expression de miR-199a-5p a été analysée par RT-qPCR.
N=1

7) La surexpression de RND1 inhibe-t-elle I’apoptose induite par la CPT ?

Nous avons montré par 1’analyse de marqueurs d’apoptose par Western Blot que la surexpression
de RND1 protégeait les cellules U20S de I’apoptose induite par la CPT. En réponse a la CPT, les
cellules surexprimant RND1 présentent une diminution du pourcentage de cellules Annexine V/7-
AAD par rapport aux cellules controles (Figure supp. 9), suggérant que RNDI1 inhibe I’apoptose
tardive induite par la CPT.
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Figure supp. 9. La surexpression de RND1 inhibe I’apoptose tardive induite par la CPT. Les cellules U20S
ctrl et RNDI1-V5 sont traitées par le DMSO (Untreated) ou par la CPT (1 uM, 72 h). L’apoptose a été analysée
par cytométrie en flux aprés double marquage par Annexine V PE et 7-AAD. Le pourcentage de cellules en
apoptose tardive est indiqué. N=1

8) L’expression de RND1 joue-t-elle sur la sensibilité a la CPT de lignées cellulaires

autres que les cellules U20S ?

A ce jour, en premicre ligne ou lors de rechute de patients atteints de glioblastome, trente neuf
essais cliniques testent 1’association de dérivés de la CPT a la radio-chimiothérapie standard
(ClinicalTrials.gov, 2017). Nous avons testé 1’effet de la surexpression de RND1 sur la sensibilité
des cellules de glioblastome U87 a la CPT. Pour cela, nous avons transduit de maniere stable des
cellules U87 avec des particules virales contenant un plasmide qui porte ’ADNc de RNDI en
fusion avec le tag V5 ou avec des particules virales contenant un plasmide controle. La
surexpression de RND1 semble augmenter la résistance des cellules U87 a la CPT (Figure supp.
10A).

Nous avons ensuite testé le role de RND1 dans la sensibilité de différentes lignées cellulaires
de cancers traitées par les dérivés de la CPT. A I’heure actuelle, en France, le topotécan est
utilis¢ en monothérapie, dans le traitement du cancer du poumon a petites cellules (CPPC)
chez les patients en rechute et pour lesquels la réintroduction de la premiere ligne de
traitement n'est pas appropriée (ANSM, 2017). L’irinotécan est utilis€¢ dans le traitement des
cancers colorectaux avancés (ANSM, 2017). Pour tester 1’effet de RND1 sur la sensibilité aux
dérivés cliniques de la CPT, nous avons choisi la lignée de CPCC H460 et celle de cancer
colorectal HCT116 en réponse au topotécan et a l’irinotécan respectivement et de les
transfecter de fagon transitoire par un plasmide portant ’ADNc de RNDI en fusion avec
I’EGFP. Dans ces modeles, la surexpression de RND1 semble augmenter la résistance des
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cellules H460 au topotécan mais n’a pas d’effet sur la sensibilité des cellules HCT116 a
I’irinotécan (Figures supp. 10B et C). Ces résultats doivent étre confirmés et étendues a
d’autres lignées cellulaires de cancers pulmonaires ou colorectaux et suggérent que RNDI1
participe a la sensibilité de cellules pour lesquelles une forte induction de RND1 par la CPT

ou ses dérivés cliniques est observée (Figure supp. 1).
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Figure supp. 10. La surexpression de RND1 augmente la résistance des cellules U87 et H460 aux CPT
mais n’a pas d’effet sur les cellules HCT116. (A) 40 000 cellules U87 sont transduites avec une MOI égale a 5
par des particules virales contenant un plasmide qui porte I’ADNc de RNDI1 en fusion avec le tag V5 (RNDI1) et
un geéne de résistance a la puromycine ou avec des particules virales contenant un plasmide contréle et un géne
de résistance a la néomycine (ctrl). 3 jours apres la transduction les cellules sont traitées par 1’antibiotique
correspondant. Les cellules stables U87 ctrl et U887 RNDI sont traitées par des doses croissantes de CPT (de
0.0016 uM a 25 uM). Soixante-douze heures aprés le traitement, la survie cellulaire est analysée par le test
WST-1. N=I1. (B et C) Les cellules H460 et HCT116 sont transfectées par le plasmide pEGFP-RND1. Quarante-
huit heures aprés la transfection, les cellules GFP- et GFP+ sont séparées par tri cellulaire. Les cellules H460
GFP- et RND1 GFP+ (B) et les cellules HCT116 GFP- et RND1 GFP+ (C) sont traitées respectivement par des
doses croissantes de topotécan et d’irinotécan (de 0.0016 uM a 25 pM). Soixante-douze heures apres le

traitement, la survie cellulaire est analysée par le test WST-1. B : Donnée représentative de deux expériences
indépendantes. C : N=1

163



9) RND1 joue-t-elle sur le nombre de foyers de DSB en réponse a la CPT ?

RNDI joue sur la sensibilité¢ des cellules U20S a la CPT. La résistance cellulaire a la CPT
peut étre due a différents mécanismes cellulaires incluant une surexpression des protéines
d’efflux, une augmentation de la réparation de I’ADN et une diminution de [’apoptose
(Beretta et al., 2013). Nous avons souhaité ¢tudier I’implication éventuelle de RND1 dans la
réparation des DSB. Pour répondre a cette question, nous avons analysé le nombre de foyers
de DSB, par co-marquage de YH2AX et 53BP1 par immunofluorescence, dans des cellules
déficientes ou proficientes pour RNDI1. L’inhibition de RND1 dans des cellules U20S
n’augmente pas la formation de DSB a I’état de base (Figure supp. 11A et B). Ainsi,
I’inhibition de RNDI1 dans ces cellules ne semble pas induire d’instabilité génomique. De
plus, I'inhibition de RND1 n’augmente pas le taux de foyers de DSB induit par la CPT
(Figure supp. 11A et B). Ce résultat suggere que RNDI n’est pas impliquée dans la réparation

des dommages induits par la CPT.
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Figure supp. 11. L’inhibition de RND1 n’augmente pas le nombre de foyers de DSB ni a I’état de base, ni
en réponse a la CPT. (A et B) 40 000 cellules U20S sont transduites avec une MOI égale a 5 par des particules
virales contenant un plasmide qui porte un shARN dirigé contre RND1 (shRndl) et un géne de résistance a la
néomycine ou avec des particules virales contenant un plasmide qui porte un shRNA contrdle et un géne de
résistance a la puromycine (shCtrl). 3 jours apres la transduction les cellules sont traitées par la néomycine. Les
cellules stables shCtrl et sShARND1 sont traitées pendant 1h ou 2h par le DMSO (untreated) ou par 1 uM de CPT,
puis ont été co-marquées pour YH2AX et 53BP1. Les graphes correspondent au nombre de foyer de YH2AX (A)
et de S3BP1 (B) par noyau. Données représentatives de deux expériences indépendantes.

164



10) L’expression de RND1 est-elle induite par les inhibiteurs de Top2 ?

Au cours de mon travail de these, j’ai pu montrer que RNDI1 était induit par la stabilisation
des Toplcc en réponse a la CPT. Nous avons également étudié si la production de complexes
de clivage induits par la Top2 (Top2cc) augmentait également 1’expression en ARNm de
RNDI.

Il existe deux grandes familles d’inhibiteurs de Top2: les poisons et les inhibiteurs
catalytiques (Nitiss, 2009). Parmi les poisons, 1’étoposide stabilise Top2cc et empéche la
religation de I’ADN. Dans la famille des inhibiteurs catalytiques, I'ICRF-193 agit en bloquant
I’enzyme sous forme inactive sur la chromatine. Contrairement aux poisons, les inhibiteurs
catalytiques n’induisent pas de DSB. La stabilisation des Top2cc par I’étoposide induit
I’expression de RND1 (Figure supp. 12A). Le traitement des cellules U20S par 'ICRF-193 n’a
pas d’effet significatif sur le taux d’ARNm de RND1 (Figure supp. 12B). Ce résultat suggere que
I’inhibition seule de I’activité catalytique de la Top2 n’est responsable de 1’induction de RNDI.
De plus, le pré-traitement des cellules U20S par I'ICRF-193 prévient ’induction du taux
d’ARNm RNDI1 par I’étoposide. Il semblerait donc que la formation des Top2cc puisse également
induire RNDI1.

e

RND1 mRNA levels
RND1 mRNA levels

Figure supp. 12. L’expression de RND1 est induite par I’étoposide. (A) Les cellules U20S sont traitées par le
DMSO (Untreated) ou par le poison de topoisomérase II (Top2), I’étoposide (100 uM, 2 h). L’expression de
RNDI a été analysée par RT-qPCR. Les données montrées représentent les moyennes + SD de six expériences
indépendantes. ****P<0.0001 par ¢ test. (B) Les cellules U20S sont traitées par le DMSO ou traitées pendant 3
heures ou prétraitées pendant 1 heure par I'inhibiteur catalytique Top2, ICRF-193 (50 uM), avant 1’ajout
d’étoposide (100 uM, 2 h). L’expression de RND1 a été analysée par RT-qPCR. Les données montrées
représentent les moyennes = SD de trois expériences indépendantes. **P<0.01, ***P<0.001 par one way
ANOVA.
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11) La surexpression de RND1 joue-t-elle sur la sensibilité des cellules U20S a I’étoposide ?

Pour étudier si I’augmentation d’expression de RND1 en réponse a 1’étoposide avait un rdle
dans la réponse cellulaire a 1’étoposide, nous avons transfect¢ de maniere transitoire des
cellules U20S par un plasmide portant ’ADNc de RNDI1 en fusion avec ’EGFP. La
surexpression de RNDI1 dans les cellules U20S semble augmenter leur résistance a
I’étoposide (Figure supp. 13). Ce résultat suggére que RND1 pourrait étre impliquée dans les

mécanismes de résistance en réponse a différents génotoxiques.

—_
[l
<
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Figure supp. 13. La surexpression de RND1 augmente la résistance des cellules U20S a I’étoposide. Les
cellules U20S sont transfectées avec le plasmide pEGFP-RNDI1. Quarante-huit heures aprés la transfection, les
cellules GFP- et GFP+ sont séparées par tri cellulaire. Les cellules U20S GFP- et RND1 GFP+ sont traitées par
des doses croissantes d’étoposide (de 0.0016 uM a 25 uM). Soixante-douze heures aprés le traitement, la survie
cellulaire est analysée par le test WST-1. N=1

12) Existe-t-il une corrélation entre I’expression de RNDI1 et la sensibilité de lignées
tumorales aux dérivés cliniques de la CPT ?

Pour déterminer s’il existe une corrélation entre I’expression de RND1 et la sensibilité¢ de
lignées tumorales aux dérivés cliniques de la CPT, nous avons collaboré avec Julia Gilhodes
et Thomas Filleron, biostatisticiens a I'IUCT (Institut Universitaire du Cancer de Toulouse)
qui ont analysé la base de données CCLE (Cancer Cell Line Encyclopedia) (Barretina et al.,
2012). Cette base de données comporte des courbes de cytotoxicité pour 491 lignées
tumorales et 24 agents utilisés en thérapeutique anticancéreuse dont le topotecan et
I’irinotecan. Il n’y a pas de corrélation entre 1’expression de RNDI et la sensibilité au

topotécan ou a I’irinotécan des lignées tumorales (Tableau supp. 1).
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Tableau supp. 1. Absence de corrélation entre 1’expression de RNDI1 et la sensibilité¢ de

lignées tumorales aux dérivés de la CPT

Irinotecan

Localisation
tumorale

GA

Os

SNC

Endometre

THL

Rein

Nombre de
lignées tumorales

20

13

51

Coefficient de
corrélation

nd 0.4833

0,0882

0,2

0,0989

0,1142

0,0714

p value

nd 0.1875

0,7452

0,3979

0,7479

0,4249

0,879

Topotecan

Localisation
tumorale

GA

Os

SNC

Endomeétre

THL

Rein

Nombre de
lignées tumorales

10

11

29

20

71

Coefficient de
corrélation

-0,0303

0,5091

-0,0192

0,2158

-0,2767

-0,1096

0,1

p value

0,9338

0,1097

0,9212

0,261

0,2376

0,3631

0,798

Irinotecan

Localisation
tumorale

Gros intestin

Foie

Poumon

(Esophage

Ovaire

Pancréas

Nombre de
lignées
tumorales

13

11

45

23

19

Coefficient de
corrélation

0,0989

-0,2273

0,0495

nd

-0.2302

-0.1404

p value

0,7479

0,5015

0,7466

nd

0.2906

0.5666

Topotecan

Localisation
tumorale

Gros intestin

Foie

Poumon

(Esophage

Ovaire

Pancréas

Nombre de
lignées
tumorales

23

19

91

15

28

28

Coefficient de
corrélation

-0,2767

-0,1035

0,0558

0.2929

-0.1226

-0.0553

p value

0,2012

0,6733

0,5996

0.2895

0.5342

0.7799
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Irinotecan

Localisation . . Voies
Plevre Peau Tissus mous Estomac VADS ..

tumorale urinaires

Nombre de

lignées 4 31 4 8 2 13

tumorales

Coefficient de nd 0.2806 nd 0.2619 nd 0.1538

corrélation

p value nd 0.1262 nd 0.5309 nd 0.6158

Topotecan

Localisation Plevre Peau Tissus mous | Estomac VADS YOI?S

tumorale urinaires

Nombre de

lignées 7 40 12 18 7 14

tumorales

Coefficient de 0.1786 0.1096 0.3147 00815 | 0.1429 | 0.0681

corrélation

p value 0.7017 0.5009 0.3191 0.7478 0.7599 0.8170

Nd= non déterminé. Le coefficient de corrélation est celui de Spearman.

GA : ganglions autonomes, SNC : systéme nerveux central, TGL : tissus hématopoiétiques et lymphoides,

VADS : voies aérodigestives supérieures
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DISCUSSION ET
PERSPECTIVES
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Ce travail de theése a permis d’identifier RND1 en tant que nouvelle RhoGTPase dont
I’expression est induite de fagon précoce en réponse a la CPT. Ce travail nous améne a
proposer le modele décrit figure 47. Les Toplcc induits par la CPT activent PARP1 qui
augmente la transcription de RNDI1, et augmente probablement le taux de protéine RNDI.
L’augmentation du taux d’ARNm de RND1 dans la cellule augmente I’expression de PARP1,
ce qui suggere un rétrocontrdle positif. L’augmentation de RND1 dans la cellule les rend plus

résistantes aux analogues de la CPT, probablement en les protégeant de I’apoptose.

Transcription l

—_ Promoteur ; RND1 -

Effetindépendant de
l'activité du promoteur

ARNm RND1

Apoptose/Sensibilité ala CPT <«—

Figure 47 : Modéle proposé du role de RND1 dans la réponse cellulaire a la CPT
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Dans cette partie, nous discuterons des principaux résultats de ce projet dans le contexte
bibliographique actuel, des perspectives de ce travail et de la possibilité d’envisager RNDI
comme nouvelle cible thérapeutique dans le traitement des cancers en association aux dérivés

solubles de la CPT.

1- Corrélation entre la stabilisation des Toplcc et I’induction de RND1

Plusieurs arguments sont en faveur de notre modele (figure 47) ou nous proposons que

les Toplcc, et non les DSB, augmentent la transcription de RND1.

La CPT stabilise les complexes Toplcc qui peuvent facilement étre convertis en DSB
lors de la réplication (Hsiang et al., 1985; Hsiang et al., 1989a; Ryan et al., 1991) ou de la
transcription (Cristini et al., 2016; Sordet et al., 2009). L’effet de la CPT sur la stabilisation
des Toplccs est réversible apres retrait de la drogue (Goldwasser et al., 1996). Dans ce projet,
nous montrons que la stabilisation des Toplcc par la CPT induit ’augmentation du taux
d’ARNm de RND1 (Figure 2C de I’article) et de la transcription de RNDI1 (Figure 3A de
I’article) et que la réversion des Toplcc suite au retrait de la CPT entraine un retour a des
niveaux de base du taux d’ARNm de RND1 (Figure 2C de I’article) et de la transcription de
RNDI (Figure 3A de I’article). De nombreux travaux ont montré qu’en réponse a la CPT, le
blocage de la réplication par I’aphidicoline prévient la conversion des Toplcc en DSB (Furuta
et al., 2003; Holm et al., 1989; Ryan et al., 1991; Strumberg et al., 2000). Dans les cellules
U208, nous avons observé que I’aphidicoline ne prévenait pas 1’induction de RNDI par la
CPT, suggérant que les DSB induites par la CPT ne sont pas a I’origine de 1’induction de
RNDI (Figure supp. 2C). Par ailleurs, il a ét¢ montré dans des neurones corticaux de souris,
que le topotécan, et non la diminution d’expression de la Topl par shRNA, augmentait
I’expression de genes courts (King et al., 2013), suggérant que I’augmentation de la
transcription des genes par le topotécan dépendait de son effet sur la stabilisation des Toplcc
et non de I’inhibition de Topl. En accord avec cette observation, nous avons montré que la
déplétion de Topl n’avait pas d’effet sur I’expression de RND1 (Figure supp. 3). Ces
différents résultats suggerent qu’en réponse a la CPT, I’induction de RND1 résulterait de la

stabilisation des Toplcc et non des DSB qu’elle génere, ni de I’inhibition de la Topl.

De nombreuses Iésions de I’ADN endogénes ou exogenes survenant a proximité du site

de clivage de la Topl, entrainent I’accumulation de Toplcc (Pourquier and Pommier, 2001).

171



De fagon intéressante, nous avons observé que 1’expression de RND1 était augmentée par les
radiations UVB et par H,O> (Figure 2A de I’article), deux agents capables indirectement de
stabiliser les Toplcc dans les cellules (Daroui et al., 2004; Lanza et al., 1996; Subramanian et
al., 1998). A l’inverse, les traitements n’exercant pas d’effet sur les Toplcc ne modifient pas
I’expression de RNDI1 (Figure 2B de I’article). Ainsi, nous pourrions émettre comme
hypothese que 1’effet des UVB et de H2O» sur I’induction de RND1 serait lié a leur capacité a
former des Toplcc.

Toutefois, il est important de souligner que contrairement a la CPT, les UV et H202 ne
ciblent pas directement la Topl mais I’ADN. Ainsi, les radiations UVB forment
principalement des dimeres de pyrimidine tels que les dimeres cyclobutyliques de pyrimidine
et les photoproduits 6,4 (Lanza et al., 1996, Subramanian et al., 1998). H,O, appartient a la
famille des ROS (Reactive Oxygen Species) qui générent de nombreuses Iésions de I’ADN
dont principalement la modification de base 8-0xoG (7,8-dihydro-8-oxoguanine) (Daroui et
al., 2004). De plus, ces deux types de dommages sont capables d’induire 1’activation de
PARP1 (Fujimoto et al., 2017; Jungmichel et al., 2013). Au cours de ce projet, nous avons
mis en évidence que la PARylation régulait positivement I’induction de RND1. De ce fait,
une autre hypotheése serait que 1’augmentation de RNDI par ces deux agents dépende

directement de la PARylation médiée par PARPI.

Afin d’éclaircir le mécanisme d’induction de RND1, il serait intéressant de déterminer
si ’augmentation de RND1 par les radiations UVB et par H2O» est li¢ a leur effet sur la
stabilisation des Toplcc qui entraine 1’activation de PARP1. Pour cela, nous étudierons 1’effet
de H2O» et des rayons UVB sur I’expression de RND1 dans des cellules ou la Topl aura
préalablement ¢été inhibée par shRNA ou siRNA ou dans des cellules ou la Topl est mutée et

ne peut pas former de Toplcc en réponse a la CPT.

2- Comment la CPT peut-elle augmenter la transcription de RND1 ?

Par la méthode du click-it marquant les ARN nouvellement transcrits, nous avons mis
en ¢évidence I’augmentation transcriptionnelle de RNDI1 par la CPT (Figure 3A de I’article).
L’effet de la CPT sur la transcription de RND1 est rapidement reversé apres le retrait de la
molécule (Figure 3A de I’article), suggérant une régulation étroite de la transcription de
RNDI1 dans la cellule.

Différents travaux ont montré que la CPT inhibe rapidement le taux global de

transcription des ARNm (Cristini et al., 2016; Desai et al., 2003). Cependant de nombreuses
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¢tudes ont mis en évidence que la CPT affectait différemment 1’expression génique (King et
al., 2013; Lotito et al., 2009; Solier et al., 2013; Veloso et al., 2013; Zhou et al., 2002). En
effet, méme si la CPT diminue majoritairement I’expression des genes, elle est également
capable d’augmenter la transcription de certains.

Des analyses transcriptomiques ont permis d’identifier les caractéristiques des genes
régulés positivement par les Toplcc (King et al., 2013; Solier et al., 2013; Veloso et al.,
2013). Les geénes courts sont induits préférentiellement par la CPT ou ses analogues, par
rapport aux genes longs (King et al., 2013; Solier et al., 2013; Veloso et al., 2013). Solier et
al. ont identifi¢ que la longueur moyenne des genes inhibés par la CPT était de 66 kb, alors
que celle des génes augmentés était de 7 kb (Solier et al., 2013). Dans 1’é¢tude de Veloso et al.,
il a été rapporté que la longueur moyenne des geénes dont la transcription est inhibée par la
CPT est de 136,4 kb, tandis que celle des génes hautement transcrits par la CPT est de 8,9 kb
(Veloso et al., 2013). De plus, les geénes inhibés par la CPT possédent en moyenne quatorze
exons alors que ceux augmentés en possedent en moyenne quatre (Solier et al., 2013). Le
gene RNDI1 posséde une longueur de 8,737 kb et est constitué¢ de cinq exons (NCBI), ce qui
correspond donc aux caractéristiques des génes préférentiellement transcrits par la CPT. Par
ailleurs, il a été mis en évidence que la CPT augmente généralement la transcription des génes
peu exprimés (Solier et al., 2013). Dans ce projet, nous avons observé que le taux d’ARNm de
RNDI1, a I’état basal, était relativement faible dans les différents modeles cellulaires utilisés,
murins ou humains, tumorigénes ou immortalisés (Données non montrées). Dans la littérature,
il a été décrit que RNDI était un geéne plutdt faiblement exprimé dans la plupart des tissus
chez I’adulte a I’exception du cerveau et du foie (Nobes, 1998). En outre, la CPT modifie la
balance survie/apoptose en induisant généralement 1’expression de geénes pro-apoptotiques
courts et de genes cibles de p53 (Veloso et al., 2013). Nos résultats divergent par rapport a ces
derniéres observations puisque nous avons montré que 1I’induction de RNDI1 par la CPT était
indépendante de p53 (Figure supp. 6) et protégeait les cellules de 1’apoptose induite par la
CPT (Figures 6C, D et F de I’article).

Différentes études ont montré que I’inhibition de la transcription des genes sous CPT
¢tait liée a I’effet de I’inhibition de la Topl sur D’altération de 1’élongation des ARNm
(Capranico et al., 2010; King et al., 2013; Stewart et al., 1990). A ce jour, les mécanismes
impliqués dans ’augmentation de la transcription des geénes par la CPT sont peu connus.
Deux études ont décrit comment un dérivé de la CPT pouvait réguler positivement

I’expression du géne Ube3a en inhibant le IncRNA anti-sens Ube3a-ATS (Huang et al., 2011;
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Powell et al., 2013). Les IncRNA sont des ARN longs, supérieurs a 200 nucléotides. Il existe
différentes catégories de IncRNA dont les IncRNA intergéniques, les IncRNA introniques ou
encore les IncRNA anti-sens. Les IncRNA anti-sens sont transcrits dans la direction opposée
des geénes codants avec lesquels ils partagent des séquences complémentaires. Les IncRNA
anti-sens répriment I’expression des geénes auxquels ils sont associés (Kung et al., 2013).
L’inhibition de la Topl par la CPT ou le topotécan diminue I’expression des IncRNA et
pourrait par ce mécanisme induire la transcription de certains génes (King et al., 2013; Veloso
et al., 2013). Par exemple, le topotécan induit le réexpression du géne Ube3a en inhibant le
IncRNA anti-sens Ube3a-ATS (Huang et al., 2011; Powell et al., 2013). Récemment, le
IncRNA anti-sens AGAP2-ASI1 a été identifié en tant que répresseur de I’expression de RND1
(Lietal., 2016; Qi et al., 2017). L’inhibition de I’expression d’AGAP2-AS1 par siRNA induit
I’augmentation de I’ARNm de RNDI dans les cellules du cancer du poumon non a petites
cellules H1975 et dans les cellules du cancer gastrique BGC823 (Li et al., 2016; Qi et al.,
2017). Afin de vérifier si I’anti-sens AGAP2-AS1 participe a la régulation de RNDI1 par la
CPT, nous pourrions étudier I’effet de la CPT sur I’expression d’AGAP2-ASI1.

D’autres mécanismes pourraient étre envisagés pour expliquer comment la CPT pourrait
augmenter la transcription de certains génes.

La CPT modifie la structure de la chromatine en inhibant la liaison de H1 a ’ADN et en
augmentant I’acétylation des histones H3 et H4 (Khobta et al., 2006; Lotito et al., 2008). La
modification des histones par la CPT permet la relaxation de la chromatine. Cependant, les
effets de la Top1 sur la régulation transcriptionnelle des genes sont différents selon la région
impliquée. En effet, la CPT diminue I’expression des genes H2AB et H3B en inhibant
I’¢longation de la transcription dans le corps des génes (Khobta et al., 2006), tandis que
I’inhibition de la Topl augmente la transcription des genes dans les régions sub-télomériques
(Lotito et al., 2008). L’expression de RND1 est régulée par des mécanismes €épigénétiques et
notamment par 1’acétylation des histones. Le co-traitement par 1’inhibiteur de la méthylation
de ’ADN le 5’AZA-2’Deoxycytidine, et I'inhibiteur des histone-désacétylases la TSA,
augmente la transcription de RNDI1 (Figure 3B de D’article) (Nishigaki et al., 2005b; Okada et
al., 2015). Ainsi en modifiant la structure de la chromatine via 1’acétylation des histones, la
CPT pourrait augmenter la transcription de RND1.

Les travaux de Lotito et al. ont montré que ’activation de la transcription par la CPT
chez la levure était régulée par deux facteurs de transcription SWI4 et MBP1 (Lotito et al.,
2009). SWI4 et MPBI agissent, respectivement, en tant qu’activateur et répresseur de

I’augmentation transcriptionnelle des geénes sous CPT. Parmi les vingt-deux genes régulés
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positivement par la CPT identifiés dans cette étude, dix-huit présentaient au niveau du
promoteur le motif MCB (Mlul-cell-cycle box) de séquence ACGCG correspondant au motif
de liaison de SWI4 et MBP1 (Lotito et al., 2009). Chez ’homme, la protéine E2F serait
I’homologue fonctionnel de Swi4 dans la régulation du cycle cellulaire (Miles et al., 2016;
Wittenberg and Reed, 2005). Par analogie, il se pourrait qu’E2F soit impliquée dans 1’effet
transcriptionnel de la CPT dans les cellules humaines. Dans ce projet, nous avons montré que
I’induction transcriptionnelle de RNDI par la CPT ne dépendait pas d’une augmentation de
I’activit¢ du promoteur minimal de RND1 (Figure 3B de I’article). Ces résultats nous
indiquent que la transcription de RNDI par la CPT n’est vraisemblablement pas régulée par

des mécanismes équivalents a SWI4/MBP1.

Dans ce projet, nous avons identifi¢ un nouveau mécanisme de régulation de la
transcription de RNDI1 par la CPT via la PARylation médiée par PARP1. PARP1 régule
positivement la transcription d’un grand nombre de génes (Frizzell et al., 2009; Ogino et al.,
2007). Ainsi, en augmentant la PARylation, la CPT pourrait entrainer la transcription des

genes régulés par PARPI.

3- Comment la CPT peut-elle jouer sur la stabilité de ’ARNm de RND1 ?

Outre la régulation transcriptionnelle de RND1, nous avons mis en évidence que la CPT
augmentait la stabilit¢ de ’ARNm de RNDI1 (Figures 3C et D de ’article).

Une étude du laboratoire a montré que la CPT augmentait la stabilit¢ de ’ARNm de
RhoB par la protéine de liaison aux ARNm, HuR (Mamouni et al., 2014). Certaines protéines
de liaison aux ARNm se lient au niveau de la région 3’UTR des ARNm et les régulent
(Szostak and Gebauer, 2013). En réponse a la CPT, HuR se lie sur ’ARNm de RhoB et le
stabilise (Mamouni et al., 2014). Afin d’étudier I’implication de HuR dans notre mécanisme,
nous avons étudié la liaison de HuR sur ’ARNm de RNDI1 apres traitement par la CPT par la
méthode d’immunoprécipitation de ’ARN. Les premiers résultats nous indiquent que la CPT
n’induit pas la liaison d’HuR sur ’ARNm de RNDI1 (Données non montrées). Ainsi, il ne
semblerait pas que la protéine HuR soit impliquée dans la régulation de la stabilité de
I’ARNm de RNDI1 par la CPT. Par ailleurs, il a récemment été montré que PARP1 induit la
PARylation de HuR et stabilise certains ARNm (Ke et al., 2017). Néanmoins, nos résultats
indiquent que la stabilisation de ’ARNm de RND1 n’est pas dépendante de PARP1 (Figure
4D de I’article)
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D’autre part, la stabilisation des Toplcc peut induire la réexpression de génes en
inhibant la transcription de miR (Veloso et al., 2013). Les miR sont de courts ARN non
codants qui s’apparient sur des ARNm généralement au niveau de leur région 3’UTR et
entraine leur dégradation ou I’inhibition de leur traduction (Jonas and Izaurralde, 2015). Les
miR-199a-5p (Monastyrskaya et al., 2013) et miR-603 (Zhang et al., 2016) inhibent
I’expression de RNDI1. Une premicre expérience préliminaire suggere que la CPT n’a pas
d’effets sur I’expression du miR-199a-5p (Figure supp. 8). Toutefois, on ne peut pas exclure
la possibilité que le miR-199a-5p soit impliqué dans le mécanisme de régulation de RNDI1 par
la CPT. En effet, bien que la CPT ne semble pas réguler I’expression du miR-199a-5p, il se
pourrait que la CPT induise le déplacement du miR de ’ARNm de RND1. Par exemple, il a
¢té montré que RhoB ¢était induit en réponse aux rayons UV via la libération concomitante du

miR-19 et de HuR de I’ARNm de RhoB (Glorian et al., 2011).

4- Comment PARP1 peut-elle augmenter la transcription de RND1 ?

Dans ce projet, nous avons montré que la transcription de RNDI1 par la CPT dépend de
I’activité de PARylation de PARP1 (Figures 4B et 4C de ’article).

Gibson et al. ont rapporté un enrichissement de la PARylation médiée par PARP1 au
niveau des promoteurs des génes transcriptionnellement actifs ainsi qu’a un plus faible niveau
dans les régions enhancers et le corps des genes actifs (Gibson et al., 2016). La régulation
transcriptionnelle par PARP1 met en jeu différents mécanismes, notamment la modification
de la structure et de la composition de la chromatine au niveau du promoteur des génes. En
effet, PARP1 en excluant I’histone H1 du promoteur (Krishnakumar et al., 2008), en
PARylant les core histones (Martinez-Zamudio and Ha, 2012), en empéchant Ia
déméthylation de I’histone H3K4me3 par un mécanisme dépendant de la PARylation
(Krishnakumar and Kraus, 2010) facilite la décondensation de la chromatine et I’initiation de
la transcription des génes. Toutefois, nos résultats montrent que la CPT n’augmente pas
I’activité luciférase qui est sous le controle du promoteur minimal de RNDI1 (Figure 3B de
I’article). Ce résultat suggére que la régulation transcriptionnelle de RND1 par la CPT ne met

pas en jeu ’action de PARP1 sur le promoteur minimal de RNDI.

Une autre hypothése serait que PARP1 induise la transcription de RND1 en augmentant
I’activité de facteurs de transcription se liant a des régions enhancers en amont du promoteur
du géne RND1. PARPI régule I’expression de nombreux génes, notamment ceux qui ont un

role dans la régulation transcriptionnelle (Frizzell et al., 2009; Ogino et al., 2007). Par
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exemple, il a ét¢ montré que dans les cellules PARPI-/-, I’expression du géne hnRNPAI
(heterogeneous nuclear RiboNucleoProtein Al) est inhibée (Ogino et al., 2007). Dans la
littérature, hnRNPA1 a été identifié comme un activateur transcriptionnel et augmente la
transcription de la cytokine pro-inflammatoire interleukine-6 (IL-6) en se liant sur la région
distale en 5” du gene de I’IL-6 située entre -5 307 a -5 202 bp en amont du site d’initiation a la
transcription (Zheng et al., 2013). Au cours de ce travail, nous avons montré¢ que la CPT
n’induit pas d’augmentation de 1’activité luciférase sous le controle du promoteur de RND1 et
d’une de deux régions enhancers de RNDI1 (Shen et al., 2014; Suehiro et al., 2014) (Figure 3B
de I’article). D’autres régions enhancers en amont du promoteur de RND1, non explorées
dans cette étude, pourraient étre régulées par un mécanisme dépendant de PARP1 et induit par

la CPT.

Une autre hypothese serait que PARP1 induirait la transcription de RND1 via le corps
du gene de RNDI1. En effet, il a ét¢ montré que PARP1 facilitait 1’¢longation productive de la
transcription en induisant la libération de I'ARN pol II de son site de pause via la PARylation
de NELF-E (Gibson et al., 2016). La CPT entraine également la libération de I’ARN pol II en
recrutant le facteur positif d’¢longation de la transcription P-TEFb qui était séquestrée sous
forme inactive au sein du complexe 7SK snRNP (Amente et al., 2009; Capranico et al., 2010).
Méme si les effets de PARP1 et de la CPT sur la régulation de 1’étape de pause de I’ARN pol
II font intervenir deux cibles distinctes, ces deux mécanismes pourraient étre liés. En effet, la
PARylation de NELF-E par PARPI1 est dépendante de la phosphorylation de NELF par P-
TEFDb (Gibson et al., 2016). Ainsi, nous pouvons envisager qu’en augmentant la PARylation,
la CPT renforcerait son effet sur la libération de I’ARN pol II et participerait a I’augmentation

de I’¢longation des genes, dont celle de RNDI.

Afin d’¢étudier la région du gene RNDI régulée par la CPT et PARP1, nous étudierons
la liaison de ’ARN polymeérase II, par la méthode d’immunoprécipitation de la chromatine,
au niveau de régions en amont du promoteur, a proximité de la région de la pause de I’ARN
pol I, dans le corps du gene et la région 3° du géne RND1 dans des cellules U20S traitées par
la CPT et/ou le véliparib.
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5- Localisation subcellulaire de RNDI1 et résistance cellulaire a la CPT

Dans ce projet, nous avons montré que I’inhibition de RND1 augmente 1’apoptose
induite par la CPT et sensibilise les cellules a la CPT (Figures 6 de ’article, figures supp. 9 et
10). Au sein de la cellule, RND1 est associ¢e a la membrane plasmique sous forme active
(Katoh et al., 2002; Nobes et al., 1998; Wunnenberg-Stapleton et al., 1999) et séquestrée, sous
forme phosphorylée, dans le cytoplasme lorsqu’elle interagit avec la protéine 14-3-3 (Riou,
2013). Nous souhaiterions déterminer si des modifications de la localisation subcellulaire de

RNDI participent a la résistance des cellules a la CPT.

Une premiere hypothése pour expliquer comment RNDI1 participe a la résistance
cellulaire a la CPT serait que suite a un traitement par la CPT, RNDI1 reste localisée a la
membrane plasmique et active une voie de signalisation qui joue sur la sensibilité des cellules
a la CPT. Un argument en faveur de cette hypothése repose sur RND3, ’homologue qui
partage le plus d’identit¢ avec RNDI1. Ainsi, une étude récente a montré que I’inhibition de
RND3 augmente la chimiorésistance au cisplatine ou a la doxorubine de lignées
d’hépatocarcinome via ’activation de son effecteur ROCK2 et de la voie de signalisation anti-

apoptotique NF-kB/IL-6/ STAT3 (Ma et al., 2016).

Une deuxiéme hypothése serait que la CPT provoque le déplacement de RNDI vers le
noyau ou RNDI diminuerait I’action de la CPT. En effet, d’autres Rho GTPases, comme
Racl, peuvent faire la navette entre la membrane plasmique et le noyau (Navarro-Lerida et
al., 2015; Sandrock et al., 2010) et réguler I’activité¢ de protéines nucléaires (Jamieson et al.,
2015; Wartlick et al., 2013). De plus, en réponse a la doxorubicine (inhibiteur de Top2), Racl
est exportée vers le noyau ou il induit la phosphorylation de Top2, nécessaire a la
signalisation des dommages induits par la doxorubicine (Wartlick et al., 2013). Nous ne
savons pas si RND1 est présent dans le noyau des cellules a I’état de base ou en réponse a un
stress. Néanmoins, la délétion de sa partie N-terminale ou I’inhibition de la farnésylation
entraine la diminution de RND1 a la membrane plasmique et ’accumulation de la protéine au
niveau cytoplasmique et nucléaire (Oinuma et al., 2012; Roberts et al., 2008). De plus, il a été
mise en évidence que RND3, membre le plus proche de RNDI en terme de séquence et de

fonction, était présent dans le noyau de cellules de glioblastomes U87 (Clarke et al., 2015).

Afin de déterminer si la localisation subcellulaire de RND1 est nécessaire a son effet
sur la sensibilité¢ des cellules a la CPT, nous proposons d’inhiber sa liaison a la membrane
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plasmique en inhibant la farnésylation avec un FTI ou en utilisant un mutant de RND1 sans
son domaine farnésyl ou CAAX, nécessaires a sa localisation a la membrane plasmique, et

d’étudier I’effet sur la sensibilité a la CPT.

6- RND1, potentielle cible thérapeutique dans les tumeurs traitées par les analogues de

la CPT?

Les analogues de la CPT, I’irinotécan et le topotécan, sont utilisés en clinique dans les
traitements des cancers colorectaux ainsi que dans les traitements des carcinomes
métastatiques de l'ovaire, des cancers du poumon a petites cellules et des carcinomes du col
de l'utérus respectivement (ANSM, 2017). Cependant, le rapport bénéfice/risque de ces
molécules est faible et peu de patients répondent au traitement. Par exemple, dans la totalité
des études sur le cancer de 'ovaire traité par le topotécan (n = 392), le taux de réponse était
seulement de 16 % (ANSM, 2017). Ce faible taux de réponse est dii aux mécanismes de
résistance aux analogues de la CPT. Parmi ces résistances, il faut distinguer celles qui visent
la Topl (diminution de I’expression de Top1, diminution des Toplcc...) et les mécanismes de
résistance généraux qui limitent I’accés de la CPT a sa cible comme la surexpression des
transporteurs d’efflux (Klejewski et al., 2017). Il est important d’identifier de nouvelles cibles
pharmacologiques afin de lutter contre ces résistances et améliorer la prise en charge des
patients.

Au cours de nos travaux, nous avons montré que I’inhibition de RND1 sensibilisait les
cellules U20S a la CPT (Figures 6A et 6B de ’article) et que la surexpression de RND1 dans
les cellules U20S, U87 et H460 entrainait une résistance de ces cellules a la CPT ou a un de
ses analogues, le topotécan (Figure 6E de 1’article et figure supp. 10). Nos résultats mettent en
¢vidence que RNDI1 est impliqué dans les voies favorisant la survie cellulaire et suggerent que
RNDI constituerait une cible thérapeutique intéressante a inhiber notamment dans les cancers
du poumon a petites cellules traitées par le topotécan.

Néanmoins, I’inhibition de RND1 dans des cellules mammaires non-tumorigeénes initie la
tumorigenese mammaire et entraine une transition épithélio-mésenchymateuse (Okada et al.,
2015). De plus, la surexpression de RND1 dans des cellules tumorales mammaires cause un
retard de la croissance tumorale primaire et une diminution de la formation de métastases
pulmonaires (Okada et al., 2015). Par ailleurs, en collaboration avec 1’équipe du Pr Moyal,
nous avons montré que 1’inhibition de RND1 dans des cellules souches de glioblastome

augmente les capacités invasives de ces cellules (Cf article 2). De plus, la sous-expression de
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RNDI chez les patients atteints de glioblastome est associée a un mauvais pronostic vital (Cf
article 2). A la lumiere de ces données, cibler directement la protéine RND1 ne semble pas
envisageable. La stratégie thérapeutique consisterait a cibler une protéine située en aval de la
signalisation activée par RNDI1 en réponse a la CPT.

En conclusion, ce travail de thése a permis d’identifier un mécanisme de régulation
transcriptionnelle du géne RNDI1 en réponse a la CPT via I’induction de la PARylation
médiée par PARP1, qui pourrait constituer un mécanisme général de régulation positive de la
transcription génique par la CPT. De plus, cette étude a mis en lumiere une nouvelle fonction
de RNDI, dans les voies favorisant la survie cellulaire. Elle suggere que RNDI pourrait étre
une nouvelle cible thérapeutique d’intérét dans la sensibilisation aux analogues de la CPT

utilisées dans les thérapies anticancéreuses.
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RND1 regulates migration of human glioblastoma stem-like cells according to their
anatomical localization and defines a prognostic signature in glioblastoma
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Christine Toulas*, Elizabeth Cohen-Jonathan Moyal* and Sylvie Monferran*.
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supervision of the study.

Au cours de ma thése, j’ai participé a un autre sujet de recherche portant sur RND1
avec 1’équipe du Pr Moyal du CRCT a Toulouse. Dans cette étude, j’ai apporté mon
expertise scientifique sur RNDI1 et technique sur la RT-PCRq, sur les anticorps
reconnaissant la protéine RND1 surexprimée et sur le choix des séquences inhibitrices de
I’expression de RNDI.

Cette étude concerne les glioblastomes, tumeurs cérébrales de haut grade, dont la
médiane de survie apres diagnostic est de 15 mois. Le traitement actuel de ces tumeurs est
la chirurgie, lorsqu’elle est possible, suivie d’une radiothérapie (60 Gy) et du
témozolomide, un agent alkylant. La plupart des patients récidivent dans la zone irradi¢e
ou a distance de cette zone, dans le parenchyme cérébral. L’échec thérapeutique est
dépendant de I’hétérogénéité tumorale, qui est une des caractéristiques des glioblastomes.
Au sein de la tumeur, des cellules de glioblastome présentant des caractéristiques souches
(CSQG) ont été isolées et sont responsables du développement et du maintien de la tumeur.
Ces CSG sont plus résistantes a la radiothérapie et au témodal, présentent des propriétés
d’invasion plus grandes que la population tumorale différenciée. Des données cliniques
montrent que les patients possédant une tumeur en contact avec la zone subventriculaire
(PVZ+) récidivent plus rapidement et avec une infiltration dans le cerveau plus étendue et
plus lointaine que patients possédant une tumeur qui n’est pas en contact avec la zone
subventriculaire (PVZ-). L’hypothése de ce travail était que la plus grande capacité
d’infiltration des tumeurs PVZ+ pouvait étre expliquée par une capacité d’invasion plus

grande des CSG issues de la PVZ.



Pour déterminer si les capacités de migration des CSG pouvaient dépendre de leur
localisation tumorale, en collaboration avec un neurochirurgien, pour un méme patient, des
échantillons tumoraux issus de la PVZ et en zone corticale ont été prélevés. Les CSG ont
ensuite été isolées a partir de ces échantillons. Nous avons montré que les CSG issues de
la PVZ possédaient un profil transcriptomique différent des CSG PVZ-. De plus, les CSG
issues de la PVZ ont des capacités d’exploration de leur environnement plus importantes
que les CSG PVZ-. Parmi les génes impliqués dans 1’adhésion/migration différentiellement
exprimés entre les CSG PVZ+ et PVZ-, RND1 est moins exprimé dans les CSG PVZ+ par
rapport au CSG PVZ-. La surexpression de RND1 dans les CSG PVZ+ entraine une
inhibition de leurs capacités d’adhésion et migratoires. A I’inverse, ’inhibition de RNDI
dans les CSG PVZ- augmente leurs propriétés d’adhésion et de migration. Nous avons
¢galement mis en évidence que RNDI1 était moins exprimé dans les glioblastomes par
rapport au tissu sain. L’analyse de la base de données TCGA a montré que la sous-
expression de RND1 chez les patients atteints de glioblastome était un facteur de mauvais
pronostic. Grace a I’étude des voies de signalisation activées chez les patients sous-
exprimant RND1, nous avons identifi¢ une signature moléculaire, RNDI"¥, qui est un
facteur pronostic indépendant de la réponse des patients atteints de glioblastome au
traitement standard. Cette signature moléculaire a permis le dépot d’un brevet avec
I’INSERM transfert. Ces résultats contribuent a expliquer la récidive plus rapide des
patients PVZ+ et soulignent 1’importance des génes qui établissent la signature RNDI'¥

comme des cibles pour diminuer le risque de rechute apres traitement.
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Abstract:

Despite post-operative radio-chemotherapy, glioblastoma systematically locally recurs.
Tumors contacting the periventricular zone (PVZ) show earlier and more distant relapses
than tumors not contacting the PVZ. Glioblastoma stem-like cells (GSCs) have been
proposed to be responsible for the recurrence. To test whether GSC migration properties
could be different according to their anatomical location (PVZ+/PVZ-), we established
paired cultures of GSCs from the cortical area (CT) and the PVZ of glioblastoma patient
tumors. We identified specific transcriptomic profiles in CT versus PVZ populations and
demonstrated that PVZ GSCs possess higher migration capacities than CT GSCs. Among
migration genes differentially expressed between CT and PVZ GSCs, we showed a down-
regulation of the RhoGTPase, RNDI. Overexpression of RNDI1, dramatically inhibited
PVZ GSC migration and conversely, downregulation of RND/ increased CT GSC
migration. Transcriptomic analyses revealed a down-regulation of RND/ in glioblastoma
compared to normal brain and, using the glioblastoma TCGA database, we showed that
low levels of RNDI are correlated with a decreased overall survival of patients. Finally,
based on signaling pathways activated in patients with low levels of RNDI, we identified
an RND 1Y signature of six genes (MET, LAMCI, ITGAS, COL5A1, COL3A1,COL1A2)
that is an independent prognostic factor in glioblastoma. These findings contribute to
explain the shorter time to progression of patients with PVZ involvement and, point out
genes that establish the RNDI"" signature as key targets to decrease the risk of tumor

relapse after treatment.



Introduction:

Despite combined modality treatment, including surgery and radio-chemotherapy,
the prognosis of patients with glioblastoma remains extremely poor [1]. Almost all the
patients will die of a relapse in radiation fields or away from the radiation fields, in the
brain parenchyma [2]. The failure of initial therapies and thus, the relapse is dependent on
tumor heterogeneity, shown to be crucial in glioblastoma [3, 4]. In an attempt to classify
diffuse gliomas, subgroups have been defined based on gene expression profiles and
genetic and epigenetic alterations [5]. Moreover, high-resolution genome-wide studies
have revealed that multiple clones harbouring a variety of genetic alterations coexist within
the same tumor [6]. Molecular heterogeneity exists even at cellular level between cells that
carry similar genetic alterations and is induced by environmental factors [3, 4]. Expanding
single glioblastoma cells into clonal populations demonstrated unique properties including
proliferation, differentiation, and different sensitivities to chemotherapeutic drugs [3].
Finally, among patients with proneural tumor, an increased tumor heterogeneity was
correlated to a decreased survival [4].

A subset of glioma cells called glioma stem-like cells (GSCs) form heterogeneous
glial tumors. They are responsible for the development and the maintenance of tumors [7]
and have been proposed to be responsible for tumor recurrences. GSCs display higher
resistance to conventional radio-chemotherapy treatments than non GSCs [8, 9]. After
treating mice with temozolomide, an alkylating drug currently used in standard
glioblastoma treatment, GSCs can still form new tumors [10]. GSCs preferentially reside
in perivascular niches where they interact and communicate with tumor associated
endothelial cells, via their basement membrane [11]. When orthotopically xenografted,

GSCs form tumors that recapitulate the phenotype of patient tumors, notably the ability of



glioblastoma cells to infiltrate diffusely [12]. Finally, GSCs are more invasive than their
differentiated progeny cells [13].

To invade, glioma cells must initiate dynamic changes in the cytoskeleton
organization, notably via integrins [14]. Integrins specifically bind to extracellular matrix
proteins, connect their cytoplasmic domain to cytoskeleton and signaling proteins. In this
way, integrins control RhoGTPases and actin reorganization that leads to cell migration.
Among integrins expressed in glioblastoma cell lines, avB3 and avfB5 integrins are
involved in glioma invasion and progression to high-grade glioma [15]. The fibronectin
receptor, a5B1 integrin, has also been shown as a promising therapeutic target for high-
grade glioma [16]. Besides, elevated expression of a6 integrin from samples of
glioblastoma patients is also correlated with a poor patient prognosis [17]. Two studies
demonstrate that GSCs overexpressed 61 and a3p1 integrins in comparison to non-
GSCs [17, 18] suggesting a role of these laminin receptors in GSC invasion. A better
understanding of GSC migration toward their microenvironment, notably through integrin
involvement, may influence the development of more effective therapies for glioblastoma.

In relation with tumor heterogeneity, clinical data, including ours, demonstrates
that relapses in glioblastoma after radio-chemotherapy are more aggressive in tumors
contacting the PVZ (PVZ+) than in PVZ- tumors. PVZ+ patients progress quicker and have
a decreased overall survival compared to those with tumors not contacting the PVZ (PVZ-
) [19-21]. We hypothesized that the high capacity of PVZ+ tumors to diffusely infiltrate
could be explained by a highest migration capacity of GSCs of PVZ+ tumor in comparison
to GSCs from the cortical zone (CT). To investigate this, we established GSC paired

cultures from CT and PVZ tumor part for two patients diagnosed with glioblastoma. We



demonstrated that gene expression hallmarks of GSCs are dependent on their anatomical
origin and that PVZ GSCs possess higher migration capacities than CT GSCs. Among
migration genes differentially expressed between CT and PVZ GSCs, we showed that
overexpression of the RhoGTPase, RND1, dramatically inhibited PVZ GSC migration and
downregulation of RND1 increased CT GSC migration. /n silico analysis showed that low
expression of RND1 constitutes a bad prognosis factor for glioblastoma patients. Finally,
based on this data, we identified six genes that define a RND1"" signature that is an

independent prognostic factor in glioblastoma.

Results:

Characterization and molecular heterogeneity of GSCs derived from CT and
PVZ

Glioblastoma samples from two patients were removed from enhanced contrast
regions on MRI in the CT and in the PVZ (figure 1A). We established paired cultures of
CT and PVZ GSCs (CT1, PVZ1, CT2, and PVZ2) and analyzed their stemness properties.
CT and PVZ cells expressed neural tumor stem cell markers CD133, NESTIN, OLIGI,
OLIG2, SOX2 and A2B5 [22] (figure 1B, supplemental figures 1A and 1B). After culture
in DMEM-F12 supplemented with 10% FCS (FCSM), CT and PVZ GSCs were able to
differentiate into neuronal-like and astrocytic-like cells (supplemental figure 1C) and to
express differentiation markers (GFAP, TUJI, MAL and OMG) [22] (figure 1C). We
established with a classic limiting dilution assay that CT and PVZ neurospheres gave rise
to secondary neurospheres (figure 1D). Both CT and PVZ GSCs had the ability to form

diffusely infiltrated tumors when xenografted in nude mice brain (figure 1E). Altogether,



our data shows that CT and PVZ cells derived from our patient samples possess GSC
characteristics.

To determine whether PVZ GSCs possess a specific genomic signature, we
performed a gene expression microarray. As shown on figure 1F, different patterns of gene
expression have been obtained according to the initial tumor location of the GSCs. We
identified 108 genes differentially expressed between CT and PVZ cells (p<0.001),
associated with essential biological functions including cell adhesion, apoptosis,
transcription and metabolic process. Up-regulated genes in PVZ GSC included
RhoGTPase activating protein 18, transcription factor DP-2 and mannosidase alpha
whereas down-regulated genes in PVZ cells included collagen type Xl-alphal,
RhoGTPase, RNDI and protocadherin beta3 (supplementary table 1). Besides these protein
coding genes, CT and PVZ cells differ in the expression of gene expression regulators
(antisense RNA, miRNA, long intergenic RNA) and of regulators that guide chemical
modifications of others RNAs (small nucleolar RNA...) (supplementary table 2). These
results demonstrate the molecular heterogeneity of GSCs according to their brain tumor

location, notably in the migration processes.

Laminin-induced migration is increased in PVZ GSCs compared to CT GSCs
Cell spreading is the first step of cell migration. GSCs reside preferentially in
perivascular niches and interact with brain blood vessel basement membrane [23]. First, to
compare CT and PVZ GSCs migration properties, we performed spreading assays on
laminin, fibronectin and vitronectin, three extracellular matrix proteins found in the

basement membrane of brain blood vessels and involved in glioma pathogenesis [15-17].



We showed that laminin is a critical extracellular matrix protein for CT and PVZ GSCs
and that there was no difference of cell spreading on laminin according to the tumor
location (figure 2A and supplemental figure 2A). To further characterize migration
properties of these GSCs, we performed directional migration assay in Transwells coated
on their undersurface with fibronectin or laminin. None of the GSCs was able to migrate
toward fibronectin whereas they all successfully migrated toward laminin (figure 2B). No
significant difference in GSC haptotaxis toward laminin was observed regardless of their
initial location in the brain. To sharpen the characterization of GSC migration, we
performed time-lapse videomicroscopy of single GSCs seeded on laminin. Quantification
of single cell migration revealed that PVZ GSCs migrated significantly faster than CT
GSCs -as shown by the mean velocity determination- demonstrating differential migration
capacities according to the original tumor location (figure 2C). This result shows that PVZ
GSCs have a higher capacity to explore their environment and to scatter into it than CT
GSCs. All the GSCs migrated in different directions over the entire surface and no
difference in directional persistence was observed according to the tumor location (figure
2C). These results showed that laminin is a permissive substrate for CT and PVZ GSC
migration and that some GSC migration properties are dependent on their location in the

brain.

RND1 is down-regulated in PVZ GSCs in comparison to CT GSCs
To explain why PVZ GSCs migrate significantly faster than CT GSCs on laminin,
we first determined the expression of the main receptors for laminin in glioma cells, ie

a6B1, a6p4 and a3f1 integrins [18, 24]. By RT-qPCR, we showed that a6 integrin and
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B1 integrin mRNAs were strongly expressed in GSCs whereas a3 integrin and 34 integrin
mRNAs were weakly expressed (figure 3A). FACS analyses determined that CT and PVZ
GSCs expressed o6 integrin and B1 integrin at high levels on their surfaces, and did not
express 34 integrin (figure 3B). Integrin expression may slightly differ between GSC lines,
but independently of the initial tumor location of GSCs. In order to determine whether the
integrin involved in laminin GSCs spreading could be different between CT and PVZ cells,
we performed cell spreading assays using functional blocking antibodies. As shown in
figure 3C, inhibition of a6 integrin significantly decreased CT1 and PVZ1 GSC spreading
in a similar manner. Besides integrins, we highlighted in our gene expression microarray
fourteen genes, including RNDI, known to be involved in migration that were
differentially expressed between CT and PVZ cells (figure 1F). Of the fourteen
significantly altered genes, three were up-regulated and eleven were down-regulated in
PVZ GSCs (figure 3D). RND1 expression is significantly down-regulated in PVZ GSCs in
comparison to CT GSCs (pPVZ1/CT1: 0.000019; pPVZ2/CT2: 0.00000497). RNDI1
regulates cell adhesion via the inhibition of the formation of actin stress fibers [25]. As
RhoGTPases are known regulators of cell migration and have been recently demonstrated
as key elements of glioma pathogenesis [26], we focused our study on the role of RNDI, a
RhoGTPase, in GSC migration. By RT-qPCR, we confirmed the significant down-
regulation of RNDI mRNA in PVZ GSCs in comparison to CT GSCs (figure 3E). To
conclude, PVZ GSCs possess both lower levels of RND/ and higher migration properties

in comparison to CT GSCs.
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RND1 suppresses GSC spreading and migration towards laminin

To test a potential correlation between RND I low-level expression and PVZ GSCs
high migration, we investigated whether high levels of RND1 protein in PVZ cells could
decrease their migration ability. PVZ1 cells were transfected with a plasmid encoding a
fusion protein of EGFP and RND1 (PVZ1-RNDI) or with a plasmid encoding EGFP
(PVZ1-EGFP). GFP positive or GFP negative GSCs were selected by FACS. We
confirmed RND overexpression in GFP positive PVZ1-RND1 GSCs by RT-qPCR (figure
4A). We then showed that, three hours after seeding on laminin, GFP positive PVZ1-RND1
cells remained round and stayed in suspension whereas GFP negative PVZ1-RND1 cells
spread on laminin (figure 4B) like the control cells (data not shown). Furthermore,
overexpression of RND1 in PVZI cells dramatically decreased their ability to migrate
toward laminin after 24 h in laminin-coated Transwells (figure 4C). We next investigated
the consequence of RND1 loss on migration in CT1 cells. CT1 cells were transduced with
lentiviral particles expressing a ShRNA directed RND1 (CT1 shRNDI) or a control shRNA
(CT1 shC). RND1 expression was down regulated in stably transduced CT1 shRND/ cells
in comparison to CT1 shC (figure 4D). RND1 loss induces a slight but significant increase
in mean velocity (figure 4E) and in cell spreading (figure 4F). These results demonstrated
that RND1 suppresses spreading and migration abilities of GSCs. Together our data
indicates that the differential RND1 expression level between PVZ and CT GSCs may

explain, at least in part, their different migration profiles.
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Low expression of RNDI is correlated with a poor prognosis in patients with
glioblastoma

As loss of RND1 is involved in GSCs migration from PVZ+ tumors, known to be
more aggressive than PVZ- tumors [19-21], we tested whether RNDI gene expression
could be correlated with glioblastoma prognosis. First, we analyzed RND/ expression by
RT-qPCR in normal brain tissues, in several glioblastoma cell lines and in GSCs
established in our laboratory. RNDI expression is significantly down regulated in
glioblastoma cells compared to normal tissues (figure SA). To pursue our analysis, using
gene expression databases in open access, a meta-analysis of RND1 expression revealed a
significant down-regulation of RNDI in glioblastoma samples versus normal tissues
(»<0.05, figure 5B). Using TCGA database, we next examined whether this down-
regulation of RND1 was related to the prognosis of glioblastoma patients. Patients with an
underexpression of RNDI (i.e <=4.8) showed a worse survival than those with an
overexpression of RND1 (HR=0.59, 95% CI1:0.37-0.94, p=0.028) (figure 5C). As patients
with an overexpression of RND1, the 26 patients with an underexpression of RND1 are
divided into the different biological clinical parameters (supplementary table 3).
Futhermore, the 26 patients with an underexpression of RND1 mostly belong to the
mesenchymal subtype. These results clearly demonstrated that expression of RNDI is a

prognosis factor of survival for patients with glioblastoma.

RND1'Y signature is an independent prognostic factor in glioblastoma

To determine which signaling pathways controlled by RND1 might be involved in

the prognosis of glioblastoma recurrence and thus survival, we performed a functional
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enrichment of genes in patients with low expression of RNDI (RNDI'"). In these patients,
we identified thirteen signaling pathways that are activated (figure 5D and supplementary
table 4). The most significant being are the “extracellular matrix-receptor interaction”
pathway (p=1.32 e-09), the “focal adhesion” pathway (p= 1.05 e-07) and the “lysosome”
pathway (p=1.72 e-04). This raised the hypothesis that genes from these pathways could
be involved in the worse survival prognosis of patients with low RNDI expression. To
assess the relationship with overall survival of RND/ and genes from “extracellular matrix-
receptor interaction” and “focal adhesion” pathways, a penalized cox regression model
with lasso selection was used. We identified an RNDI'™ signature of six genes (/TGAS5,
COL3Al, COL5A1, MET, COLIA2, LAMCI) that are significantly associated with overall
survival (supplementary table 5). These genes were all significantly overexpressed in
patients with low RNDI expression compared to patients with high RNDI expression
(figure SE). We then calculated the signature risk score for each patient in the TCGA
database and divided them into a high-risk group and a low-risk group by taking the mean
value of risk score. The median overall survival in the low-risk group is 17.8 months versus
13.8 months for the high-risk group (figure 5F). To validate our prognostic signature, we
applied the risk score formulas from TCGA to glioblastoma patients from REMBRANDT
database. Consistent with TCGA results, our RNDI™" signature predicts survival of
glioblastoma patients (figure 5F). Using TCGA, a multivariate cox regression analysis with
clinical parameters was carried out to test the strength of RNDI"" signature in its ability to
predict survival. This analysis showed that our RNDI'" signature remains a strong

prognostic factor, independently of clinical parameters (table 1, p=0.0042). To conclude,
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we identified an RNDI™ signature that is an independent prognostic factor in

glioblastoma.

Discussion:

The aim of this work was to establish whether GSC migration heterogeneity exists
according to the initial location of these cells within the tumor (PVZ+ or PVZ-). By using
an original model of GSCs isolated from CT and PVZ, we demonstrated that PVZ GSCs
migrated faster than CT GSCs and, that their migration was controlled by RNDI.
Moreover, we demonstrated that low-expression of RND/ in glioblastoma patient samples
was correlated with a worse prognosis for patients. Finally, we identified an RNDI™"
signature that predicts outcome for glioblastoma patients.

A key finding of our pilot study is that the migration properties of GSCs depend on
their anatomical location. This work will be the foundation for further studies, with a larger
number of patients, but shows the increased migration ability of PVZ GSCs compared to
CT-derived cells. The increased migration ability of PVZ GSCs could explain the worse
clinical outcome of PVZ+ patients. Only a few studies have previously described different
GSC migration abilities according to their location. In fact, a GSC line derived from the
PVZ, injected into a mouse brain was shown to invade the corpus callosum and the
contralateral hemisphere whereas a GSC line derived from CT was not able to invade these
sites [27]. More recently, it has been shown that the GSCs from peritumoral parenchyma
are much more invasive than the GSCs from the tumor mass [28]. As CT and PVZ samples
come from the same patient, our study illustrates the importance of the intratumor

heterogeneity on tumor behavior. In this study, we investigated and identified genes that
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may distinguish CT and PVZ cells. These genes are involved in cell migration, metabolism,
transcription, translation, intracellular traffic, regulation of apoptosis and cell survival
(supplementary table 1). A recent study analyzed proteins that are significantly altered in
PVZ+/PVZ- tissues of glioblastoma patients [29]. In accordance to our results, they found
that pathways involved in metabolism, notably in oxidative phosphorylation, and
extracellular matrix receptor interaction, migration are affected in PVZ+ glioblastoma. All
these functions are hallmarks of cancer and open new lines of research to explain the higher
resistance to treatment and the poor overall survival of PVZ+ patients.

Besides this, we demonstrated in our GSC model that the higher migration ability
of PVZ GSCs is due to lower levels of RNDI. Only four recent studies explored the role
of RND1 in cell migration. Consistent with our present data, inactivation of RND1 induces
the invasion of immortalized breast cells in 3D matrigel and, overexpression of RND1
diminishes lung colonization in mice xenografted with breast cancer cells [30]. On the
contrary, overexpression of RNDI1 in esophageal carcinoma cells promotes their migration
[31]. This discrepancy concerning the role of RNDI in invasion is correlated with the
difference of RNDI misregulation in these cancers. In fact, RNDI expression is down-
regulated in glioblastoma patients and in the most aggressive subtypes of breast cancers
[30] but it is up-regulated in esophageal squamous cell carcinoma [31]. Overexpression of
RNDI1 suppresses focal adhesion sites [25] whose formation and turnover are crucial for
cell migration [32]. It is known that there is a bi-phasic migration response to cell adhesion
since both too weak and too strong adhesion can reduce cell migration [33]. Our functional
enrichment of genes in patients revealed that low expression of RNDI in glioblastoma

induces an overexpression of focal adhesion proteins like extracellular matrix proteins
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(COLIAI and LAMBI); integrins (ITGAS5 and ITGBI); actin-binding proteins (FLNA;
ACTNTI) and vinculin (supplementary table 4). Moreover, it was previously shown that
overexpression of RND1 in fibroblasts decreases the expression of vinculin [25]. We could
hypothesize that misregulation of RNDI expression in glioblastoma cells leads to an
optimal formation and turnover of focal adhesion sites and therefore, increased migration.

Recurrence of glioblastoma is caused by the combination of local invasion and
therapy resistance. Using a data-driven approach, it has been recently demonstrated that
expression of RhoGTPases is a key marker of glioma progression [26]. In fact, the
overexpression of RND3, another member of RND subfamily, enhances the invasion of
glioblastoma and is correlated with a poor prognosis. For its parts, in response to a protein
complex containing pleiotrophin, secreted by neural precursor from the PVZ, RhoA
signaling is activated in glioma cells and induces the migration of glioma cells to the PVZ
[34]. In this study, we showed that low levels of RNDI, involved in GSC migration, are
also related to a decreased overall survival in patients. Moreover, we found that patients
with an underexpression of RNDI mostly belong to the mesenchymal subtype. The
mesenchymal subtype in glioma is defined by a genomic and transcriptomic profile,
notably by lower NF1 expression levels and higher expression levels of mesenchymal
markers such as CHI3L1/YKL40 and MET [35, 36]. The mesenchymal subtype is
associated with a poorer survival in patients with glioblastoma than other groups [37, 38].
All these results raise the question whether loss of RND1 is the cause or consequence of
the mesenchymal subtype. Depletion of RND1 in immortalized mammary epithelial cells
promotes epithelial to mesenchymal transition associated notably with disruption of

adherens junctions, downregulation of E-cadherin and up-regulation of fibronectin [30].
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This result in breast is in favor of the hypothesis that loss of RND1 induces a mesenchymal
phenotype. Further investigations are required to fully answer this question in
glioblastoma.

Based on functional enrichment of genes in patients with low expression of RND1,
we identified six genes whose expression is inversely correlated to RND/ and that predict
the survival of glioblastoma patients. The RNDI'°Y signature gathered three qualities: it
was discovered from a homogeneous population of glioblastoma patients treated with
standard radio-chemotherapy; it involves a short list of genes; and it remains a good
prognostic factor, independently of clinical parameters. Moreover, the predictive power of
the RNDI"" signature remains significant for both the training (TCGA) and validation sets
(REMBRANDT). Thanks to these qualities, the RNDI™" signature could be useful in

clinical practice to predict the survival of glioblastoma patients. The RND 1'%

signature
could also lead to clinical application to improve glioblastoma treatment through the
targeting of genes involved in this signature. Indeed, /7GA5 and MET were found to be
key contributors to the RNDI' signature with their high BSS (supplementary table 5).
Integrin a5PB1 has recently been described as a fine regulator of glioblastoma cell migration
[39]. MET and its ligand HGF create an autocrine signaling loop that promotes GSC
invasion [40]. In consequence, targeting /ITGAS5 or MET genes could inhibit the invasive

capacity of glioblastoma cells induced by low RND1 expression and especially the one of

PVZ+ cells.
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Materials and Methods:

Extracellular matrix proteins, antibodies and primers.

Extracellular matrix proteins, antibodies and primers are respectively depicted in
supplementary tables 6, 7 and 8. As previously described [30], commercial antibodies did

not show sufficient affinity to allow the detection of endogenous RND1.

Tumor samples.

Before any therapy, GB samples were obtained after informed consent from patients
admitted to the neurosurgery department at Toulouse University Hospital. Tumors were
histologically diagnosed as glioblastoma according to WHO criteria. For patients 1 and 2,
two tumor samples were removed from the cortical area (CT1, CT2) and from the
periventricular zone (PVZ1 and PVZ2). These patients had a large tumor that was in
contact with both CT and PVZ. For other patients (A1, G, I, K, SC1, SC3), only one tumor

sample was removed from different brain zones.

Cell culture and limiting dilution assays.

Using the neurosphere assay, GB primary cell lines were obtained from GB samples and
grown in stem cell medium (GSM) as previously described [22]. The percentage of GSCs
was evaluated by flow cytometry [22] (supplementary table 9). Limiting dilution assays
were performed on GSCs [22]. For cell differentiation, GSCs were grown in DMEM-F12
supplemented with 10% FCS (FCSM) for two weeks [22].

Human LN18, U87, U138, U251, SF763 and SF767 glioblastoma cells were maintained in
DMEM (Lonza) supplemented with 10% FCS.

Cell transfection, cell sorting and cell transduction

Five hundred thousand PVZI1 cells per well were seeded in 6-well plates and then
transfected using Fugene HD (Promega) with three pug of p-EGFP-RND/ (Addgene) or of
p-EGFP (Clontech). A second transfection was realized seven days after the first
transfection to improve gene expression. One week after the second transfection, GFP-

positive or GFP-negative GSCs were sorted by FACS. Sorted GSCs were immediately
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seeded on culture plates to study their ability to migrate or pelleted to quantify RND1
mRNA expression levels. Twenty five hundred thousand CT1 cells were transduced with
lentiviral particles (MOI of 10:1) containing the pLKO.1-neo-CMVtGFP-shRNA plasmid
with a sequence directed against RND/ mRNA or a control sequence (Sigma-Aldrich).

Five days after transduction, transduced cells were selected with G418.

RT—-qPCR and differential expression analysis

RNA from normal human cortex and white matter were obtained from Biochain, Origene,
Clontech, and Agilent. Total RNA extraction, RT-qPCR protocol and ACt analysis were
previously described [22]. Beta2 microglobulin or actin was used as endogenous control in
the ACt analysis.

After RT on GSCs RNA (at least three samples per cell line) with biotinylated
desoxyribonucleotides, cDNA were hybridized on an Affymetrix Human Gene 2.0 ST
array. Then, the DNA complexes were revealed by fluorescent streptavidin. Images were
analyzed by Command Console and normalized with RMA method (data were normalized
per cell line). Two lists of differentially expressed genes (CT1 vs PVZ1 and CT2 vs PVZ2)
were established using a criteria based on adjusted p-value cut off of 0.001 and log2 fold
change>0.65 or <-0.65. In the heatmap, we only showed the differentially expressed genes

that were common to both lists and had the same directional change.

Orthotopic xenograft generation and immunohistochemistry

In accordance with ARRIVE guidelines, the French Institution animal ethics committee
approval was obtained for the protocols used on animals. Orthotopic human GB xenografts
were established in 4-6 weeks-old female nude mice (Janvier) with 2.5x10° cells as
previously described [22]. Each GSC line was xenografted at least in three mice.
Immunohistochemistry analysis was performed on the excised brains on paraffin-

embedded sections (5 pm) [22].
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Immunofluorescence

Immunofluorescence was performed as previously described [41]. For nestin and sox2
stainings, isolated GSCs were seeded on laminin-coated Labtek slides for 24 hours. For
3-tubulin and GFAP stainings, GSC neurospheres were seeded on laminin-coated Labtek

slides and were grown in FCSM for five days.

Cell spreading assays

Fifteen thousand GSCs were seeded on pre-coated wells with extracellular matrix proteins
at 1.5 pg/cm? and incubated at 37°C. When mentioned, GSCs were pre-incubated or not
with 20 pg/ml of function-blocking antibodies for 30 min at 37°C. Three random fields per
well from duplicate wells were pictured under a 10 X objective. Cells were manually
delineated. Cell surface (A), perimeter (P) and circularity (C=4m(A/P?)) of at least 30 cells
per experiment were calculated using the NIS-Elements Advanced Research 3.0 software
(Nikon). Cells were classified into two groups: rounded cells and polarized cells as

previously described [42].

Directional migration assays

Directional migration assays were performed as previously described [41] except for the
following: twenty thousand GSCs per well were seeded in Transwells (24 wells, BD
Biosciences) pre-coated on their undersurface with indicated extracellular matrix proteins

and incubated for 24 h at 37°C.

Non-directional migration assays

GSCs (0.75x10* cells/cm?) were seeded on laminin-coated wells (2 duplicate wells per
condition) and were allowed to migrate for 4 h at 37°C, 5% CO,. Using an inverted Nikon
microscope at 10x magnification, two fields per well were imaged and followed at 3 min
intervals with a Coolsnap HQ camera (Photometrics, Tucson, AZ). Manual tracking of the

nucleus was performed to follow individual cell migration (at least 30 individual cells per
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condition per experiment) using NIS-Elements AR 3.0 software as previously described

[43].

Flow cytometry

Flow cytometry was performed as previously described [44]. To specifically determine
integrin expression in GSCs, the gated strategy was based on the previously described

protocol [22].

RNDI gene expression meta-analysis, survival analysis and functional enrichment

For the meta-analysis of RND1 gene expression, we selected the thirteen gene expression
datasets (depicted in supplementary table 10) comparing glioblastoma samples to normal
tissues available on the NextBio research browser (http://www.nextbio.com/) [45]. For
survival analysis, using the glioblastoma database of TCGA (http://genome-
cancer.ucsc.edu/), we focused on patients treated with standard radio-chemotherapy for
primary GB, excluding patients with prior glioma history (n=184 patients). Minimum p-
value approach was used to dichotomize RND1 expression (if RND1>4.8). Overall survival
rates were estimated using Kaplan-Meier method and univariate analysis were performed
using logrank test. Two-sided p-values of less than 0.05 were considered statistically
significant. Using TCGA, two thousand genes that are the most differentially expressed in
patients with low and high RNDI1 expression were identified by Student’s t-test on all
available TCGA patients. The p-values were adjusted using the Benjamini-Hochberg
procedure for multiple testing [46]. These genes (p-value cut off of 0.01 and log2 fold
change>1.1 or <0.909) were then analyzed for functional enrichment using the Cytoscape
(version 3.4.0) plugin ClueGO (version 2.2.5) [47] compared to the KEGG term. A lasso
penalized cox regression was used to identify correlations between overall survival and
RNDI, genes from (KEGG ECM_RECEPTOR) and (KEGG FOCAL ADHESION)
pathways [48]. A 10-fold cross validation was realized to select the best penalty parameter
lambda. Using a resampling approach, bootstrap selection stability (BSS) was computed
for each parameter. From genes selected by the lasso procedure, a risk score prediction was

created. It is based on the linear predictor given by the model. This score was then
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dichotomized by taking the median value of the risk score (threshold=2.28). Thus, two
groups were established (poor versus good prognostic) and corresponded to the signature
for this dataset. To validate our signature, the training model obtained from TCGA was
then applied on glioblastoma patients (n=178) from REMBRANDT database
(http://www.betastasis.com/) and a new risk score was obtained. The risk score was
dichotomized like mentioned above, by taking the median value of the new risk score

(threshold=3.15).

Statistical analysis

To compare the average from different experiments, Student’s test was used. Differences

were considered statistically significant at p<0.05; risk of 5 %.
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Figure legends:

Figure 1: Characterization of GSCs derived from CT and PVZ
A. Representative Gadolinium enhanced TI1-weighted magnetic resonance imaging
showing a right-sided glioblastoma for patient 1 and patient 2. Star symbols mark the

location of the extracted tissue sample from the CT or the PVZ.

B. RNAs from GSC neurospheres (CT1, PVZI1, CT2 and PVZ2) or from U87, U138, U251,
SF767 cells were extracted and then the expression of glioblastoma stem cell markers was
analyzed by RT-qPCR as described in Material and Methods. Data is shown as means
(xSEM) from at least 3 experiments.

C. GSCs were cultured in glioblastoma stem cell medium (GSM) or in medium with 10 %
of FCS (FCSM) for two weeks as described in Material and Methods, then RNAs were
extracted. The expression of cell differentiation markers (GFAP, TUJI, MAL and OMG)
was analyzed by RT-qPCR as described in Material and Methods. Data is the fold
inductions expressed as means (+SEM) of at least 3 independent experiments compared
with the related control (CT and PVZ cultured in GSM).

D. GSCs were plated in 96-well plates at different low cell densities (1 to 250 cells/well)
to study their ability to generate secondary neurospheres through limiting dilution assays.
The results from 3 experiments are expressed as percentage of positive wells (means
+SEM).

E. Hematoxylin and eosin staining (left and center panel, center: enlarged pictures: x4) and
nestin immunostaining (right panel) of mice brains orthotopically xenografted with GSCs.
Dotted lines: core tumor. Arrows: invasive extensions as well as disseminated tumor
clusters.

F. Heat map generated from DNA microarray data showing differentially expressed genes

between CT and PVZ GSCs: upregulated (red) or down-regulated (green) genes.

Figure 2: Laminin-induced migration is increased in PVZ GSCs

2 of indicated extracellular

A. GSCs were seeded on plates pre-coated with 1.5 pg/cm
matrix proteins and then allowed to spread. Then, phase—contrast photographs were taken

under x10 magnification.
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B. Twenty thousand GSCs were seeded in the upper reservoir of Transwells coated on their
undersurface with 1.5 pg/cm? of fibronectin or laminin. Then, cells were allowed to migrate
into the lower chamber for 24 h at 37°C. Migrated cells were fixed, stained with amido
black and counted. Left: representative pictures. Right: Data is shown as means (=SEM)
from 3 experiments performed in duplicate.

C. GSCs were plated on laminin pre-coated wells. Migration of individual cells was
recorded by time-lapse videomicroscopy over 4 h at 37°C. Left panel: presentation of 8
different GSC migration paths during 4 h. In each experiment, trajectory of at least 30
individual cells was analyzed. Directional persistence and mean cell velocity were
calculated from time-lapse movies as described in Material and Methods. Right panels:
Top: One representative experiment of directional persistence. Bottom: Mean cell velocity

is expressed as means (£SEM). *, p<0.05; **, p<0.02.

Figure 3: RND1 is down-regulated in PVZ GSCs in comparison to CT GSCs

A. Expression of a3, a6, Bl and 4 integrins in GSCs by RT-qPCR. Data is shown as
means (£SEM) from at least 3 experiments.

B. Expression of a6, Bl and B4 integrins in CT1 and PVZ1 by FACS. Grey profiles:
isotypic control. Black profiles: specific integrin antibody.

C. CT1 or PVZ1 GSCs were pre-incubated with 20 pg/ml of function-blocking antibody
against a6 subunit (a6) or isotypic control (IgG) for 30 minutes at 37°C. Cell spreading
was assessed on laminin. Top: representative pictures are shown. Bottom: data is shown as
means (:SEM) from at least 3 experiments.

D. RNAs from GSC neurospheres (at least 3 different samples per cell line) were extracted
and then, differential expression analysis was performed on an Affymetrix Human Gene
2.0 ST array as described in Material and Methods. Data is shown as means of mRNA
expression of indicated gene normalized with the RMA method.

E. RNAs from GSC neurospheres were extracted and then, the expression of RNDI was
analyzed by RT-qPCR as described in Material and Methods. Data is shown as means
(xSEM) from at least 3 experiments. *, p<0.05; ****_ p<0.001.
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Figure 4: RND1 suppresses spreading and migration abilities of GSCs

A. PVZ1 GSCs were transfected with a plasmid encoding a fusion protein of EGFP and
RND1 (PVZ1-RNDI1 cells). After cell sorting, RNAs from GFP positive and negative
PVZI1-RNDI cells were extracted and then, the expression of RNDI was analyzed by RT-
qPCR as described in Material and Methods.

B. GFP negative (GFP-) and GFP positive (GFP+) PVZ1-RNDI cells were seeded on
laminin pre-coated plates then allowed to spread for 3 h. Phase-contrast photographs were
taken under x10 magnification.

C. Twenty thousand GFP negative (GFP-) or positive (GFP+) PVZI-RNDI cells were
seeded in the upper reservoir of Transwells coated on their undersurface with 1.5 pg/cm?
of laminin and then, the cells allowed to migrate into the lower chamber for 24 h at 37°C.
Migrated cells were fixed, stained with amido black and counted. Data shown as means
(+SEM) from 3 experiments performed in duplicate.

D. CT1 were transduced with lentiviral particles expressing a shRNA directed against
RNDI1 (CT1 shRNDI) or a control shRNA (CT1 shC). RNAs from stably transduced CT1
shC and CT1 shRNDI cells were extracted and then, the expression of RNDI was
quantified by RT-qPCR as described in Material and Methods. Data is shown as fold
induction means (SEM) from 3 experiments.

E. GSCs were plated on laminin pre-coated wells. Migration of individual cells was
recorded by time-lapse videomicroscopy over 4 h at 37°C. In each experiment, trajectory
of at least 30 individual cells was analyzed. Mean cell velocity was calculated from time-
lapse movies as described in Material and Methods. The mean cell velocity of CT1 shRND1
is compared to the mean cell velocity of CT1 shC used as a reference. *, p<0.05.

F. Stably transduced CT1 shC and CT1 shRNDI cells were seeded on laminin pre-coated
plates then allowed to spread for 1 h. In each experiment, the cell surface and the percentage
of polarized cells of at least 30 individual cells were analyzed. Bars represent means

(xSEM) from 3 experiments performed in duplicate; *, p<0.05.
Figure 5: Down-regulation of RNDI is correlated with a worse prognosis in

glioblastoma patients and up-regulates the expression of six genes that establish a

prognostic signature for glioblastoma
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A. RNDI mRNA expression in normal brain tissues, in glioblastoma (GB) cell lines
(LN18, U138, SF763, SF767, U251, U87) and in GSCs (A1, CT1, PVZ1, CT2, PVZ2, G,
I, K, SC1, SC3) was determined by RT-qPCR as described in Material and Methods. RND 1/
mRNA levels in the white matter were used as a reference of normal brain expression. Data
is shown as fold induction means from at least three experiments.

B. RNDI mRNA expression fold change in glioblastoma samples compared to normal
brain tissues from thirteen gene expression datasets, described in supplemental table 5
(studies A to M; several datasets are available for studies I and K). (at least p<0.05,
described in supplementary table 10). This analysis was performed using the online
NextbioResearch tools.

C. Kaplan-Meier survival curves for glioblastoma patients with RND/ underexpression
(black, n=26) or overexpression (grey, n=158), determined with TCGA database. Log rank
p-value (down-regulated versus upregulated) = 0.0258.

D. Thirteen activating signaling pathways in patients with low RNDI expression from
KEGG analysis.

E. Analysis of the expression of the six genes that constitute the RNDI'Y signature
determined with TCGA database. Data is shown as fold induction means (mRNA
expression means of each gene in patients with low levels of RND/ relative to patients with
high levels of RNDI).

F. Kaplan-Meier survival curves of overall survival in TCGA cohort (top) or in
REMBRANDT cohort (bottom) stratified by the RNDI™" signature high and low risk.
TCGA: 92 patients per group. REMBRANDT: 89 patients per group.
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Table 1 : Multivariate cox regression analysis for RND1'°¥ signature and other prognostic markers

Factor HR p value 1C95%

Risk Score High vs Low 2.22 0.0042 [1.29-3.83]
Karnosky=70 0.87 0.6643 [0.46-1.63]
Tumor resection vs others 1.85 0.0401 [1.03-3.32]
Age=60 1.16 0.5459 [0.71-1.91]
Mesenchymal vs Classical 1.49 0.2175 [0.79-2.83]
Neural vs Classical 1.38 0.4012 [0.65-2.90]
Proneural vs Classical 1.58 0.3007 [0.67-3.73]
Non G-CIMP vs G-CIMP 1.20 0.7152 [0.44-3.26]
MGMT methylated vs non methylated 0.50 0.0049 [0.31-0.81]
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Supplemental figure 1: Characterization of GSCs

A. Representative images of GSCs seeded on laminin-coated coverslips, stained for neural stem
cell markers NESTIN and SOX2 (20 X).

B. Representative FACS analysis of neural stem cell markers in GSCs. Black profiles: isotypic
controls. Grey profiles: specific neural stem cell markers antibodies.

C. Representative images of GSCs cultured in FCSM for one week which become positive for 33-
tubulin, a neuronal marker, and GFAP, an astrocyte marker (20 X).
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Supplemental figure 2: CT and PVZ GSCs spread on laminin

A. CT1 and PVZ1 GSCs were seeded on plates pre-coated with increasing laminin
concentrations. Left: two hours after seeding, phase—contrast photographs were taken. Right: in
each experiment, cell surface and percentage of polarized cells at least 30 individual cells were
quantified as described in Material and Methods. Data is shown as means + SD.




Supplementary table 1 : List of genes differentially expressed between CT and
PVZ GSCs

. Average fold change
Accession number Gene symbol Gene name 9 9
PVZ1/CT1 PVZ2/CT2
QU109 NDUFA12 INADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 12 229076255 527144112
Q13241 KLRD1 Natural killer cells antigen CD94 0,40583617| 0,50170897
P36656 DDOST Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein glycosyltransferase 48 kDa subunit 1,71200321| 1,73429613)
Q16658 FSCN1 Fascin 2,24092835| 2,06722736)
Q6DHV5 CC2D2B CC2D2B 0,50424118| 0,18870548
IA6ND48 OR1411 Olfactory receptor 1411 0,55818621| 0,39726274
IABND48 OR4Q3 Olfactory receptor 4Q3 0,52621532| 0,54527756
P21399 ACOT1 Cytoplasmic aconitate hydratase 1,62081491) 2,84229325
014841 OPLAH 5-oxoprolinase 0,56169873| 0,53916906|
IQ3C1V0 MS4A18 Membrane-spanning 4-domains subfamily A member 18 0,53728662| 0,59379064
Q969E1 LEAP2 Liver-expressed antimicrobial peptide 2 0.47522143|  0.49484639)
IQINYD6 HOXC10 Homeobox protein Hox-C10 0,49151125| 0,31483845|
P08912 CHRM5 Muscarinic acetylcholine receptor M5 16467325 184627846
Q8N2RO OSR2 Protein odd-skipped-related 2 0,51509302| 0,45048494
Q567U6 CCDC93 Coiled-coil domain-containing protein 93 0,59045878] 0,41057642
IA6NGD5 ZSCAN5C Zinc finger and SCAN domain-containing protein 5C 161551906] 1.94771368
Q06055 ATP5G2 IATP synthase F(0) complex subunit C2, mitochondrial 0,40277619] 0,38971951
000754 MAN2B1 Lysosomal alpha-mannosidase 1,66683789| _1,58525498
Q8NGs1 OR2M7 (Olfactory receptor 2M7 0,35968679] _0,37838435
Q8NGL1 OR5D18 (Olfactory receptor 5D18 047721795 _0.43796967,
Q9BXF9 TEKT3 Tektin-3 054624041 _0,49950341
Q5T871 LELP1 Late cornified envelope-like proline-rich protein 1 0.51004263 0.5579329
Q96A23 CPNE4 Copine-4 3,8603429) 7,87842191
Q9Y6Z7 COLEC10 Collectin-10 0,59617926| 0,62132472
Q13822 ENPP2 Ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase family member 2 0 54803589J 0.46422483|
Q06418 TYRO3 Tyrosine-protein kinase receptor TYRO3 1,64290897| 1,77016866
QOUKX7 NUP50 Nuclear pore complex protein 062586113 _0,61985432
IAGNF36 CCDC182 Coiled-coil domain-containing protein 182 0,53513122| 0,46932384]
Q8NA19 L3MBTL4 Lethal(3)malignant brain tumor-like protein 4 3.12141756| 3.05498917|
POC7X3 CCNYL3 Putative cyclin-Y-like protein 3 05739918 0,62718702
Qswwza ABCA10 IATP-binding cassette sub-family A member 10 0.49052928| 0.48023101
Q6IE36 0V0Ss?2 Ovostatin homolog 2 037777412 044241733
095214 LEPROTL1 Leptin receptor overlapping transcript-like 1 1,79947204] 1,68756485
Q5JWEF2 GNAS Guanine nucleotide-binding protein G(s) subunit alpha isoforms Xlas 0.50749401| 046741708
QOAHZ1 CLK4 Dual specificity protein kinase CLK4 0,56528963] 0,39222166!
Q8w Y64 MYLIP ES ubiquitin-protein ligase MYLIP 0,39064317| 0,24110628
P13647 KRT5 Keratin, type Il cytoskeletal 5 042242674 0,41057895,
292903 CcDSH1 Phosphatidate cytidylyltransferase 1 0.42359885| 0.45098062
28472 GABRB3 Gamma-aminobutyric acid receptor subunit beta-3 0.62105501| 0.63674214!
Q14940 SLCYAS Sodium/hydrogen exchanger 5 0,5794435) _0,48465676,
Q7Z7K6 CENPV Centromere protein V 8,44758409| 7,07881675
Q5XPU7 TSRM Zinc finger domain-related protein 0,53634111| 0,55181869
Q96GI7 FAMBIA Protein FAM89A 056428475 0,4969518
POC7M3 SFTA3 Protein SFTA3 0,47347324 0,5726791
IQO9MP3 RAD51AP2 RAD51-associated protein 2 0,60654103| 0,47659422
Q8N392 ARHGAP1g [Rho GTPase-activating protein 18 2,44709949| 372368193
IQ9P032 NDUFAF4 NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex assembly factor 4 0,58263473| 0,34103202
IQ8NIEO FAM133A Protein FAM133A 0 471404@ 0,54396006




Q09680 GPR22 Probable G-protein coupled receptor 22 054487621 063096311
095221 ORSF1 Clfactory receptor 5F1 056016524 0,53563043
P31270 HOXA11 Homeobox protein Hox-A1 060385863 0,59242093
50395 GDI2 Rab GDP dissociation inhibitor beta 1,69945816 1,65587456]
Q6IMNG CAPRIN2 (Caprin-2 055026935 0,62372411
Q9GZU2 PEG3 Paternally-expressed gene 3 protein 1,9875983| 2,02407958|
IABMTA8 FAM166B Protein FAM166B 0,55918037| 0,62564336
Q6GMV3 PTRHD1 Putative peptidyl-tRNA hydrolase PTRHD1 1,62622186 2,56696373
Q92730 RND1 Rho-related GTP-binding protein 0,621 135zj 052334087
P36959 GMPR [GMP reductase | 0.36540408] __0,31789344
IQBN9IA8 CNEP1R1 INuclear envelope phosphatase-regulatory subunit 1 0,60373263| 0,62438674]
IQINR99 MXRAS [Matrix-remodeling-associated protein 5 0,62891806 0,55711083]
014862 AIM2 Interferon-inducible protein AIM2 0,55677972 0.4232845
IQOUKI3 VPREB3 Pre-B lymphocyte protein 3 0,54714893 0,59492218|
QONX52 RHBDL2 Rhomboid-related protein 2 0.56917451) __0,561414941
lQoH2Y9 SLCO5A1 Solute carrier organic anion transporter family member 5A1 0.43446738 0.4611115]
QsNB12 SMYD1 Histone-lysine N-methyltransferase SMYD1 o 9905873 0.08254564
P31943 HNRNPH1 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H 056929283 0.4489809]
QoH2G4 TSPYL2 Testis-specific Y-encoded-like protein 2 040482451 0.38697589)
IQINQWS5 PRDM7 Probable histone-lysine N-methyltransferase PRDM7 0,63250474] 0,384604
EoPAV3 NACA INascent polypeptide-associated complex subunit alpha, muscle-specific form 0.56372259] 05301551
Q5T4H9 CASC10 Protein CASC10 1,67853422] 1,72276778|
QONRE0 ARHGEF4 'muanine nucleotide exchange factor 4 0.47968667 0.43033135]
Q77381 NEGR1 [Neuronal growth regulator 1 019718982 0,20464594
IQ96DA6 DNAJC19 IMitochondrial import inner membrane translocase subunit TIM14 0,59663109 0,34937782
lQo6F63 ccbca? Coiled-coil domain-containing protein 97 173761008 2 0819085|
Q8NHO00 OR2T4 Olfactery receptor 2T4 059685723 0,49370163
Q7RTYO SLC16A13 Monocarboxylate transporter 13 1 587852@ 1,69278806)
Q96959 GFM2 Ribosome-releasing factor 2, mitochondrial 062177423 0.40190712
Q8N4B4 FBX039 F-box only protein 39 0.54751134] __0,48699466
Q4KMZ8 NKAIN1 |Sodium/potassium-transporting ATPase subunit beta-1-interacting protein 1 1,81286865) 1,94238909|
lcoJBDO KRBOX1 [KRAB domain-containing protein 1 062584396 0,54622154
lQouKs? IKZF2 (Zine finger protein Helios 050101828 0,35390896
QIYS5E6 PCDHB3 Protocadherin beta-3 0,4246379) 0,24952098
IQ969R8 ITEG2 Integrin-alpha FG-GAP repeat-containing protein 2 0,50589179

P22460 KCNAS, Potassium voltage-gated channel subfamily A member 5 062751662

lQswuzo BCL7C B-cell CLL/lymphoma 7 protein family member C 1.63116575 2 46457184
P22914 CRYGS Beta-crystallin S 054486749 0,46180977
075340 PDCD6 Programmed cell death protein & 0.59348016] __0,50815341
lQ8TB40 ABHDA4 IAbhydrolase domain-containing protein 4 1,72364529] 1.91415203
QsTow? 2PLD1 IZona pellucida-like domain-containing protein 1 061590557 0.50082787
P54803 GALC (Galactocerebrosidase 20528392 3,38591026
lQoeN16 JAKMIP1 Janus kinase and microtubule-interacting protein 1 0605853 0.50112074
lQgscio DHX58 Probable ATP-dependent RNA helicase DHX58 062615841 049777991
Q14188 TFDP2 [Transcription factor Dp-2 1,68879291|  2,13744363
Q8WV37 ZNF480 [Zinc finger protein 480 2,40195269|  2,66389104
Q8N4F7 RNF175 RING finger protein 175 1,99303743| __2,63804003
014686 KMT2D Histone-lysine N-methyltransferase 2D 0.63605556 0.57745448]
P04808 RLN1 Prorefaxin H1 1,92601556]  2,36049227
QoULI2 RIMKLB Beta-citrylglutamate synthase B 0.60095614 0,40248615]
060285 NUAK1 INUAK family SNF1-like kinase 1 05%@ 0450509
Q08623 HDHD1 Pseudouridine-5'-monophosphatase 1.58913061 45462385
Q96909 TSLP [Thymic siromal lymphopoietin 053517713 __0,49041439|
IAGNCS6 C20r72 Uncharacterized protein C20rf72 0.45754783 0.26892356
QoUIX4 KCNG1 Potassium voltage-gated channel subfamily G member 1 0,58825773 0,52536451
P12107 COL11A1 [Collagen alpha-1(XI) chain 054549918 0,17948667
H3BPF8 GOLGA8S Protein GOLGA8S 0,58208614 0,52421146|
043525 KCNQ3 Potassium voltage-gated channel subfamily KQT member 3 0,55170245) 0,1859066)
P14927 UQCRB ICytochrome b-c1 complex subunit 7 0,56346436 0,50055717|
QoHAJ7 SAP30L Histone deacetylase complex subunit SAP30L o 6296717j 0.4906183




Supplementary table 2 : List of non-protein coding RNAs differentially expressed in CT and PVZ GSCs

miRNA small nucleolar LINC antisense pseudogene intronic transcript
miR3117 sn RNA C/D box 116-25 LINCO1344 AQP4 5S ribosomal pseudogene ARHGEF9 intronic transcript 1
miR4500 HG sn RNA C/D box 116-11 LINCO1350 C3orf67 amine oxidase, copper containing 4, pseudogene FTO-IT1
miR491 LINCO0619 CNOT10 RNA, U6 small nuclear 1137, pseudogene
miR4265 LINCO0400 DNAJC9 RNA, U6 small nuclear 1210, pseudogene
miR4473 LINCO0642 MEOX2 RNA, U6 small nuclear 175, pseudogene
miR670 MLIP U2 small nuclear 22, pseudogene
NLGN1 U6atac pseudogene
PABPC1L2B U6 small nuclear 661, pseudogene
SAP30L U6 small nuclear 352 pseudogene
USP12 7SK small nuclear pseudogene 253
ZNF790 75K small nuclear pseudogene 124
U7 small nuclear 65 pseudogene
7SK small nuclear pseudogene 283
U6 small nuclear 1048 pseudogene
U6 small nuclear 1233 pseudogene
GOLGASS
U2 small nuclear 6 pseudogene
miR3926-1 LINC00652 PTPRD Ro-associated Y1 pseudogene
miR4273 FGF14 75K small nuclear pseudogene 259
FUT8
FOXN3

In grey and italics: down-regulated genes in PVZ GSCs; in black and bold letters: up-regulated genes in PVZ GSCs




Supplementary table 3 : Patient baseline characteristics

Patients with RND1 underexpression

Patients with RND1 overexpression

(n=26) (n=158) P value
Age (years)
Age <60 13 (50.0%) 93 ( 58.9%) p = 0.3969
Age >60 13 (50.0%) 65 (41.1%)
G-CIMP status
G-CIMP 1( 3.8%) 16 ( 10.5%) p=0.4737
Non G-CIMP 25 (96.2%) 137 ( 89.5%)
Missing 0 5
Karnofsky index
<70 4 (15.4%) 27 (17.1%) p = 1.0000
>70 22 (84.6%) 131 ( 82.9%)
Initial pathologic diagnosis
Excisional biopsy 1( 3.8%) 29 (18.7%) p = 0.0839
Tumor resection 25 (96.2%) 126 ( 81.3%)
Missing 0 3
Molecular subtype
Classical 6 (23.1%) 46 (29.1%) p =0.0002
Mesenchymal 17 (65.4%) 37 (23.4%)
Neural 1( 3.8%) 30 (19.0%)
Proneural 2( 7.7%) 45 (28.5%)




Supplementary table 4 : List of signaling pathways from KEGG

Pathway pvalueZE | Number of common genes Common genes
COL6A2 COL6A3 COL5A2 COL6A1 ITGA4 ITGA5 COL5A1
ECM RECEPTOR INTERACTION 1.32e-09 18/84 COL3A1ITGB1LAMC1 COL1A1 LAMA5 LAMB1 COL1A2 CD44
THBS3 SDC1 THBS1
LAMC1 LAMA5 LAMB1 FLNA MET THBS3 THBS1 ACTN1
CAV2 CAV1 COL6A2 COLBA3 COL5A2 COL6A1 ITGA4 ITGAS
FOCAL ADHESION 1.05e-07 25/201 COL5A1 COL3A1ITGB1 COL1A1 COL1A2 VCL SHC1 RAC2
PPP1CA
IGF2R CTSC CD164 CTSB TCIRG1 GNS DNASE2 M6PR
LYSOSOME 1.72e-04 14/121 GUSB GLA NPC2 GLB1 HEXB CTSA
PROTEIN EXPORT 177e-03 5/24 SRPR HSPA5 OXA1L SEC11A SEC61A1
O GLYCAN BIOSYNTHESIS 4.936-03 5/30 GALNT4 GALNT7 GCNT1 GALNT2 ST3GAL1
CASP8 CASP7 MYD88 TNFRSF1A NFKB1 IL1RAP IL1R1
APOPTOSIS 1.69e-03 10/88 IRAK1 TRADD FAS
N GLYCAN BIOSYNTHESIS 2.916-02 5/46 RPN2 MGAT2 GANAB DDOST MAN2A1
COMPLEMENT AND 1 516-02 7/69 PLAUR PLAU TFPI CD59 CD46 PROS1 SERPINE1
COAGULATION CASCADES e
GLYCOSPHINGOLIPID
BIOSYNTHESIS GANGLIO SERIES 1.75e-02 3/15 GLB1 ST3GAL1 HEXB
GLYCOSAMINOGLYCAN
DEGRADATION 7.26e-03 4/21 GLB1 GUSB GNS HEXB
GLYCOSPHINGOLIPID
BIOSYNTHESIS GLOBO SERIES 1.44e-02 3/14 GLA ST3GAL1 HEXB
REGULATION ARPC5 ARPC1B PFN1 MYH9 ACTN1 IQGAP1 ITGA4 ITGAS
OF ACTIN CYTOSKELETON 7.56e-03 16/216 SLC9A1 ITGB1 VCL RAC2 PPP1CA ARPC2 RRAS GNG12
ADHERENS JUNCTION 7146-03 8/75 SNAI2 ACTN1 RAC2 IQGAP1 VCL TGFBR2 MET PTPN1




Supplementary table 5 : Details about genes that form the 6 gene prognostic signature

Gene symbol | Gene name Protein description Lasso coefficient BSS
ITGAS Integrin alpha 5 In association with integrin beta 1, 0.18785091 0.793
they form a cell adhesion protein

COL5A1 Collagen Type V Alpha 1 Extracellular matrix protein 0.07963124 0.552
Chain

COL3A1 Collagen Type Ill Alpha 1 | Extracellular matrix protein -0.09632951 0.617
Chain

LAMCA Laminin subunit gamma Extracellular matrix protein 0.17416926 0.528
1

COL1A2 Collagen Type | Alpha 2 Extracellular matrix protein -0.04758932 0.527
Chain

MET MET HGF Receptor 0.07033914 0.602




Supplementary table 6: Extracellular matrix proteins

Protein Concentration | Reference Suppliers
Laminin 111 1.5 pg/cm? L2020 Sigma
Fibronectin 1.5 pg/cm? 354008 BD Biosciences
1.5 ug/em? Prepared as described in
Vitronectin > Hg Yatohgo et al., Cell Struct Funct,
1988.




Supplementary table 7: Primary antibodies

Marker Antibodies Reference Suppliers Application
A2B5 IgM mouse monoclonal antibody- APC 130-093-582 Miltenyi Flow cytometry
o3 integrin IgG1 mouse monoclonal antibody MAB1952 Millipore Function-blocking antibody
a6 integrin 19G2a,K rat monoclonal antibody MAB1378 Millipore Function-blocking antibody
a6 integrin IgG2a,,-PE rat monoclonal antibody-PE 12-0495 eBiosciences Flow cytometry
Function-blocking antibody/Flow
B1 integrin IgG1 mouse monoclonal antibody MAB2253 Millipore cytometry
B4 integrin IgG1 mouse monoclonal antibody Clone AA3 Gift from Dr Quaranta | Function-blocking antibody
B4 integrin | 1gG2b mouse monoclonal antibody-AF488 FAB4060G R&D Systems Flow cytometry
CD133 IgG2B mouse monoclonal antibody-PE 130-090-853 Miltenyi Flow cytometry
GFAP mouse monoclonal MAB 5628 Millipore Immunofluorescence
Immunofluorescence
nestin mouse monoclonal MAB5326 Millipore /Immunohistochemistry
sox2 mouse monoclonal MAB4343 Millipore Immunofluorescence
B3 tubulin mouse monoclonal MAB1637 Millipore Immunofluorescence




Supplementary table 8: Quantitative PCR primer sequences (Eurogentec)

Gene Forward primer Reverse primer
o3 integrin | 5 TGTGGCTTGGAGTGACTGTG 3' 5 TCATTGCCTCGCACGTAGC 3'
a6integrin | 5TGATCGAAATTCCTACCCTGATG 3 5TAATCACAGGCCGGGATCTG 3

B2

microglobulin

5 ACCCCCACTGAAAAAGATGA 3’

5 ATCTTCAAACCTCCATGATG 3

plintegrin | 5 CAAAGGAACAGCAGAGAAGC 3’ 5 ATTGAGTAAGACAGGTCCATAAGG 3’
pdintegrin | 5 CTGTACCCGTATTGCGACT 3' 5 AGGCCATAGCAGACCTCGTA 3’
CD133 5 GCATTGGCATCTTCTATGGTT 3 5 CGCCTTGTCCTTGGTAGTGT 3
GFAP 5 GGCAAAAGCACCAAAGACGGS' 5 GGCGGCGTTCCATTTACAATS’
MAL 5 CGCTGCCCTCTTTTACCTCAG 3 5 GAAGCCGTCTTGCATCGTGAT 3
Olig1 5-AGGTAACCAGGCGTCTCACAGT-3' 5 CGGTACTCCTGCGTGTTAATGA 3
Olig2 5'-CAGAAGCGCTGATGGTCATA-3' 5 TCGGCAGTTTTGGGTTATTC 3'
OMG 5 TAGGGACTCCATGTTCTACCCA 3' 5 TCTGCATCCCACTTACAGTGA 3'
Nestin 5 ATCGCTCAGGTCCTGGAAGG 3 5 AAGCTGAGGGAAGTCTTGGAG 3’
Rnd1 5 GCAAGTGTTAGCGAAGGATTG 3' 5' GCAGAGTGGACGGACATTATC 3'
Sox2 5 GCACATGAACGGCTGGAGCAACG 3 | 5TGCTGCGAGTAGGACATGCTGTAGG 3'

B3 tubulin

5’GCTCAGGGGCCTTTGGACATCTCTTS

5 TTTTCACACTCCTTCCGCACCACATC3’




Supplementary table 9: Percentages of GSCs in neurospheres

% of GSCs in neurospheres

(o3 60.9+/-16.5
PVZ1 75.1+/-8.9
CT2 56.5+/-6.8

PVZ2 64.5+/-11.7




Supplementary table 10: references of the selected datasets

Study number | Serie number | References Fold p value
A GSE4381 Yamanaka R et al. Oncogene. 2006. PMID: 16652150 -2,43 1,10E-09
B GSE19728 Zhongyu L et al. Molecular neurobiology. 2012. PMID: 23135747 -2,43 0,0493
C GSE61335 Joy A et al. PLoS One. 2014. PMID: 24984002 -2,14 0,000000000049
D GSE15824 Grzmil M et al. Cancer Res. 2011. PMID: 21406405 -1,84 0,0046
E GSE4290 Sun L et al. Cancer Cell 2006. PMID: 16616334 -1,86 3,90E-05
F GSE66354 Donson M A. UC Denver -1,84 0,0029
G GSE22866 Etcheverry A et al. BMC Genomics. 2010. PMID: 21156036 -5,96 2,60E-11
H GSE10878 de Tayrac M et al. Genes Chromosomes Cancer. 2009. PMID: 18828157 -1,72 3,70E-05
| GSE15209 Pollard SM et al. Cell Stem Cell 2009. -1,37 0,0044
J GSE12657 Margareto J et al. J Mol Neurosci. 2007. -1,76 0,0003

Cancer Genome Atlas Research Network. Nature. 2008. PMID:
K TCGA 18772890; 20129251; 20399149; 20838435 -1,46 0,0016
L GSE14805 Hodgson JG et al. Neuro Oncol 2009. PMID: 19139420 -3,83 3,30E-05
M GSE68848 REMBRANDT -1,75 0,0005




Role de la GTPase Rho RND1 dans la réponse cellulaire
a la camptothécine, inhibiteur de la topoisomérase I

Résumé

La famille des GTPases Rho, comprenant 20 membres, contrdle la dynamique du cytosquelette d’actine et
différents processus cellulaires comme la migration. En plus de leurs roles bien établis, certaines GTPases Rho,
notamment RhoB et Racl, ont émergé en tant que génes de réponse précoce aux dommages a I’ADN. En effet,
RhoB est induite en réponse a divers stress génotoxiques, y compris la camptothécine (CPT), les UV et le
cisplatine, et protege principalement les cellules de 1’apoptose. Le role des autres GTPases Rho en réponse précoce
aux génotoxiques reste largement méconnu. Dans ce projet, nous avons utilisé la camptothécine, un inhibiteur de
la topoisomérase I (TOP1), qui stabilise sélectivement les complexes de clivage TOP1-ADN (TOPlcc) sur la
chromatine, afin de cribler les GTPases Rho induites de facon précoce par les dommages a I’ADN. En plus de
RhoB, nous avons identifi€¢ RND1 comme un gene rapidement induit par la CPT. L'induction de RND1 est
réversible et étroitement corrélée a la présence de TOP1cc induit par la CPT. En accord avec ces observations, les
rayons UV et le péroxyde d’hydrogene, qui stabilisent indirectement les TOP1cc, induisent également RND1. La
CPT augmente la transcription de RND1 indépendamment de ’activité de son promoteur minimal. De plus, la
CPT augmente I'activité de la poly ADP-ribose polymérase (PARP1), dont I'inhibition prévient la transcription de
RNDI. La surexpression de RND1 augmente également l'expression de PARP1, suggérant une régulation positive
entre PARP1 et RND1 en réponse aux TOP1cc. Ainsi, nous proposons qu'en réponse a la CPT, les TOP1cc activent
PARPI, qui a son tour favorise la transcription de RND1, initiant ainsi une boucle de rétrocontrole positive. Enfin,
nous avons montré que RND1 protege les cellules contre 1'apoptose induite par la CPT et entraine leur résistance
ala CPT. L’ensemble de ces résultats ont permis d’identifier RND1 comme nouvelle GTPase Rho impliquée dans
la réponse au stress et proposent un nouveau mécanisme de régulation de la transcription des génes en réponse aux
TOPIlcc via l'activation de PARP1. Ces résultats suggerent par ailleurs qu’inhiber la signalisation de RND1
pourrait sensibiliser les cellules tumorales aux dérivés cliniques de la CPT.

Mots clés : RND1, Camptothécine, Topoisomérase I, PARP1, Transcription, Apoptose

Role of the Rho GTPase RND1 in the cellular response
to the topoisomerase I inhibitor camptothecin

Summary

Rho GTPase family comprises 20 members that regulate key cellular functions such as actin cytoskeleton
organization and migration. Beside their canonical functions, certain Rho GTPases, including RhoB and Racl,
emerged as early DNA damage-inducible genes. Indeed, RhoB is readily induced in response to various genotoxic
stress, including camptothecin (CPT), UV and cisplatin, and primarily protect cells against apoptotic cell death.
Whether other Rho GTPases also respond early to genotoxics is largely unknown. In this project, we used
camptothecin, a topoisomerase I (TOP1) inhibitor that selectively stabilized TOP1-DNA cleavage complexes
(TOP1cc) onto chromatin, to screen for early DNA damage-inducible Rho GTPases. Besides RhoB, we identified
RND1 as a gene rapidly induced by CPT. RND1 induction is reversible and closely associated with the presence
of TOPI1cc induced by CPT. Consistently, UV light and hydrogen peroxide, which indirectly stabilized TOPIcc,
induce RND1 as well. CPT increases minimal promoter-independent RNDI1 transcription. Additionally, CPT
increases poly ADP-ribose polymerase (PARPI1) activity, whose inhibition prevents RNDI1 transcription.
Overexpression of RND1 also increases PARP1 expression, suggesting a positive regulation between PARP1 and
RNDI1 in response to TOP1cc. Thus, we propose that in response to CPT, TOP1cc activate PARP1, which in turn
promotes RNDI1 transcription resulting in a positive feedback loop. Finally, we found that RND1 protects cells
against CPT-induced apoptosis and leads to resistance to CPT. Together, these results highlight RND1 as a new
Rho GTPase involved in the response to stress and propose a new mechanism for TOPlcc-induced gene
transcription through PARPI activation. These findings further suggest that inhibiting RNDI1 signaling could
sensitize tumor cells to CPT derivatives.

Keywords : RND1, Camptothecin, Topoisomerase I, PARP1, Transcription, Apoptosis.



