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Chapitre I : Caractéristiques et régulations du cycle cellulaire

Les cellules cancéreuses se caractérisent dans un premier temps par une dérégulation
de leur cycle cellulaire. Ceci leur permet de proliférer de maniére incontrolée et d’envahir
petit a petit le tissu environnant. Dans cette premiére partie, nous allons tout d’abord décrire
quels sont les mécanismes du cycle cellulaire puis les effets des oncogénes et des genes
suppresseurs de tumeur sur ce cycle cellulaire. Dans un second temps, nous analyserons par
quels mécanismes la tumorigenése est mise en place au sein du tissu sain et quel sont les

moyens de protection dont dispose I’organisme pour lutter contre la progression tumorale.

A) Le cycle cellulaire

Depuis la fin du 19°™ siécle et la caractérisation de la mitose par Walter FLEMMING,
il est connu que tous les organismes eucaryotes, animaux, végétaux et microorganismes, sont
composés de cellules qui se reproduisent par division. FLEMMING décrivit cette division en
deux étapes majeures, une étape de division cellulaire proprement dite puis une étape de
croissance cellulaire. Il observa la répétition de ces deux étapes de manicre cyclique et
supposa 1’existence d’un mécanisme régulant 1’enchainement de ces étapes, mécanisme

appelé aujourd’hui cycle cellulaire.

1. Les phases du cycle cellulaire et le MPF

Depuis les travaux de Flemming, les connaissances du cycle cellulaire se sont
beaucoup améliorées. Le role majeur du cycle est d’assurer la bonne transmission de
I’information génétique de la cellule mere vers les deux cellules filles. Ce cycle cellulaire se
compose de quatre phases majeures. Au cours la premiére phase appelée G1 (Gapl), la cellule
integre les différents signaux de son environnement mais aussi les signaux internes. La
seconde phase est la phase de réplication de I’ADN appelée phase S (Synthesis). Au cours de
cette phase la cellule réplique son matériel génétique ainsi que le centrosome. Apres la fin de
la réplication, la cellule entre dans une nouvelle phase du cycle cellulaire appelée G2 (Gap2)
ou elle contrdle la réplication et prépare la mitose. Enfin la derniére phase est la phase de
division cellulaire plus connue sous le nom de mitose ou les chromosomes sont séparés en
deux lots exactement identiques entre les deux cellules filles.

Les mécanismes a I’origine de ces différentes phases ne commencerent a étre compris

qu’a partir de 1971 et la découverte du maturating promoting factor. La microinjection d’ un
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ovocyte de Xénope avec du cytoplasme d’un ovocyte stimulé par de la progestérone induit
I’entrée en méiose du premier ovocyte non stimulé (1;2). Il existait donc un facteur dans la
cellule stimulée capable d’activer I’entrée en méiose. Ce facteur fut appelé le maturating
promoting factor ou MPF. Des étude réalisées grace a des mutants thermosensibles qui
bloquent le cycle cellulaire entre les phases G1/S et G2/M chez la levure ont confirmé
I’hypothése du MPF (3;4). Finalement une étude réalisée dans le laboratoire de Tim Hunt a
montré que deux protéines appelées cyclines A et B présentent périodiquement une
accumulation et une dégradation au cours du cycle cellulaire et ciblent 1’entrée en mitose (5).
L’aboutissement de l’ensemble de ces travaux fut obtenu en 1988 lors de la
purification et 1’analyse des composants du MPF dans le laboratoire de James Maller (6). Le
MPF est composé de deux protéines : la cycline B et cdc2, la cycline B constituant la sous-

unité régulatrice de la protéine kinase.

2. Roles et cibles des complexes cycline-cdk

La caractérisation du MPF a permis de découvrir d’autres complexes cycline-cdk. Six
complexes majeurs ont ¢té caractérisés chez I’homme et la souris au cours des années 1990.
Comme pour le MPF, I’activation des différents complexes repose sur 1’apparition de la sous
unité régulatrice (cycline) qui va alors activer la kinase cdk, qui elle est présente tout au long
du cycle cellulaire.

La transition de la phase G1 a la phase S repose sur deux éléments essentiels : le
premier est I’activation des génes nécessaires a la réplication (appelés ensuite geéne de la
phase S par commodité) et le second est 1’ouverture des fourches de réplication. Le premier
point repose sur I’interaction physique et fonctionnelle de deux familles de protéines : les
facteurs de transcription E2Fs et les "pockets" protéines de la famille du rétinoblastome Rb
(Rb, p107 et p130). Les facteurs de transcriptions E2Fs régulent les génes permettant la
réplication de I’ADN, tandis que les protéines de la famille Rb lient ces facteurs et inhibent
I’activation de leurs genes cibles. Deux types de complexes cycline-cdk, cycline D-cdk4/6 et
cycline E-cdk2, vont intervenir dans la régulation des interactions entre ces deux familles de
protéine et vont donc étre a I’origine de la transition vers la phase S (7).

Ils existent deux types de facteurs E2Fs. Les facteurs répresseurs E2F4 et E2F5
inhibent la transcription. Ils ne possedent pas de séquence d’import dans le noyau (séquence
NLS) (8) et sont presque toujours associés aux protéines pl07 et p130 (qui permettent leur

import dans le noyau) (9;10). Le second type de facteurs E2Fs est au contraire activateur de la

12



transcription. On trouve dans cette famille les protéines E2F 1, 2 et 3. Ces facteurs agissent
de fagon séquentielle au niveau des genes de la phase S.

En début de phase G1, la majorité des génes de la phase S est occupée par des facteurs
E2Fs répresseur (E2F4/5) complexés a pl107/p130. Ces complexes protéiques recrutent des
histones déacétylase tel que HDACI (11) ou HDAC2 (12) et sans doute des
méthyltranstérases tel que Suv39H1(13) et PRMTS5 (14) qui vont par leur activité induire une
condensation de la chromatine et empécher I’accessibilit¢ des promoteurs aux facteurs de

transcription E2Fs activateurs (E2F1-3).

’E@I

Cycline D-cdk4 actif

OF 1 ’_' @ OF 1 ’_' @
Phase S Czcline E

Cycline E-cdk2 actif

v
2F1 "' @ 2F1 "'%

S Phase S Cicline E

Figure 1 : Activation des genes de la phase S lors de la transition G1/S

L’activation du géne de la cycline E par le complexe cycline D-cdk4 permet la formation du complexe cycline
E-cdk2 qui active I’ensemble des génes de la phase S

Lors d’une stimulation mitogénique induisant le passage vers la phase S (figure 1),
I’expression de la cycline D permet ’activation des complexes cyclines D/cdk4-6. Ces
complexes phosphorylent les trois membres de la famille de Rb (15;16). La phosphorylation
de p130 inhibe son interaction avec les facteurs E2Fs répresseurs (15) qui sont alors exportés
du noyau. Ceci active la transcription des genes E2Fs activateurs, étant eux-méme régulés par
les facteurs E2F4 et 5 (17). Ceci est important car 1’activité des facteurs E2Fs activateurs est
nécessaire pour la transcription des genes de la phase S. Ces facteurs sont réprimés par la
protéine Rb qui recrute comme pl30 des histones déacétylases et des histones
méthyltransférases (SUV39H par exemple). De plus Rb recrute des protéines capables de
déplacer les nucléosomes comme Brg et Brm qui répriment la transcription en augmentant la
densité de nucléosomes au niveau du site d’initiation (18). La phosphorylation de Rb par les
complexes cyclines D/cdk4-6 inhibe le recrutement sélectif de certains cofacteurs tel que les

HDAC (19) mais pas celui d’autres tel que les protéines Brg/Brm (20). Par contre ces
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phosphorylations n’empéchent pas la liaison entre les E2Fs activateurs et Rb (19). Ainsi les
complexes cyclines D/cdk4-6 n’activent pas la majorité des genes de la phase S. En revanche,
au niveau de certains génes dont celui de la cycline E, ’absence d’E2F répresseur couplée a
I’absence d’activité des HDACs est suffisante a ’activité du geéne (21) L’activation du gene
de la cycline E permet alors I’entrée de la cellule en phase S. La cycline E se lie et active la
kinase cdk2 qui va alors avoir deux actions principales. La premicre va étre de compléter la
phosphorylation de Rb (19) et de permettre la libération des facteurs de transcriptions E2Fs
activateurs permettant ainsi d’activer 1’ensemble des geénes de la phase S. De plus les
cofacteurs de la transcription des facteurs E2Fs vont aussi étre la cible de ces complexes. Les
histones acétyltransférases (HAT) tel que CBP et p300 sont activées par ces complexes
(22;23) tandis que les facteurs de remodelage de la chromatine BRG1 sont phosphorylés ce
qui empéche leur interaction avec Rb.

La seconde activit¢ du complexe cycline E/cdk2 est de permettre I’activation des
facteurs nécessaires a I’initiation de la réplication. L’initiation de la réplication nécessite la
phosphorylation du complexe hélicase formé des protéines MCM2-7 et le recrutement du
facteur cdc45 (24;25). Le complexe cycline E-cdk2 phosphoryle les protéines MCMs, ce qui
facilite la phosphorylation de ces mémes protéines MCMs par la kinase cdc7 (26). La
phosphorylation du complexe MCM aboutit au recrutement du facteur d’initiation cdc45 qui
permet I’initiation proprement dite de la réplication en permettant le déroulement de la double
hélice, le recrutement de la protéine rpa qui stabilise I’ADN simple brin et enfin le
recrutement des ADN polymeérases a et € qui initient la réplication (27).

Au cours de la réplication, les cyclines E et D vont progressivement disparaitre au
profit des cyclines A puis B permettant la formation de 3 nouveaux complexes cycline A-
cdk2, cycline A-cdkl et cycline B-cdkl. L’activité principale de ces complexes va étre de
réguler la réplication, I’entrée en mitose puis les premicres étapes de la mitose.

L’expression de la cycline A commence a augmenter a la transition G1/S quand les
facteurs E2Fs sont complétement activés. Comme le complexe cycline E-cdk2, cycline A-
cdk2 régule ’ouverture des fourches de réplication (28). Au cours de 1’¢longation de la
réplication, le complexe reste localisé dans les focis de réplication et continue de décondenser
la chromatine en phosphorylant H1(29). En plus de cela de nombreuses protéines participant a
1I’¢longation de la réplication sont phosphorylées par ce complexe. On peut citer par exemple
I’ADN polymérase 6 ou RCF qui permet de charger la polymérase sur ’ADN (30). Ces
phosphorylations sont importantes car 1’¢longation de la réplication est ralentie si I’activité du

complexe cycline A-cdk?2 est inhibée (31).
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A la fin de la réplication, I’activité des facteurs E2Fs est renforcée sur les genes
nécessaires a la mitose. Le complexe cycline A-cdk2 permet ’activation des facteurs de
transcriptions b-myb, NF-Y et FoxM (32-34). La phosphorylation de ces facteurs de
transcription permet d’augmenter leur activité transcriptionnelle en favorisant le recrutement
de cofacteurs activateurs de la transcription. Cependant, ces phosphorylations peuvent
¢galement augmenter la liaison a I’ADN ou faciliter leur entrée dans le noyau comme c’est le
cas pour NF-YC une des trois sous unités du facteur de transcription NF-Y (35).

Ces facteurs de transcription, conjointement avec E2F permettent d’activer le géne de
la cycline B, les génes nécessaires a 1’activation du complexe cycline B/cdkl et les génes
mitotiques (36). L’activation du complexe cycline B/cdkl va permettre le déclenchement de
la mitose. Ce complexe initie la formation du fuseau mitotique en phosphorylant des protéines
du centrosome. Il permet également la disparition de la membrane nucléaire en phosphorylant
les lamines nucléaires. Enfin, avec les complexes cycline A-cdk2 et cyclineA-cdkl1, il induit
la condensation des chromosomes (37). La cycline A est dégradée peu-aprés la condensation
des chromosomes tandis que la cycline B est dégradée lorsque commence I’anaphase. Ces

deux protéines sont dégradées par un systeme de conjugaison a 1’ubiquitine reposant sur

I’activité de la protéine APC/C (38).

3. Régulation des complexes cycline/cdk

La régulation des complexes cyclines/cdk repose sur la synthése et la dégradation des
cyclines ainsi que sur la phosphorylation des cdks. La régulation transcriptionnelle des
cyclines permet leur expression au cours du cycle. Cependant, I’activation des geénes codant
les cyclines n’est pas suffisante a leur expression. Par exemple I’expression de la cycline D
nécessite d’activer en plus de la transcription, la stabilisation de son ARNm et 1’activation de
la traduction de cet ARNm par la kinase mTor. Cette kinase est sensible a la présence de
nutriment en quantité suffisante (39). De plus la cycline D est contrélée par un systéme de
dégradation ciblée. La cycline D est une cible la kinase GSK3f3. La phosphorylation de la
cycline D sur la thréonine 286 induit sa dégradation par un systéme de conjugaison a
I’ubiquitine reposant sur le complexe SCF-ubiquitinE3 ligase ( Skp1-cullin-Fbox) (40).

De la méme maniere la cycline E est dégradée par un autre complexe ubiquitine ligase
SCF Skpl-cullin-Skp2. La cycline A induit une titration de cdk2 qui démasque le motif de
conjugaison a 1’ubiquitine et permet la dégradation de la cycline E par le complexe SCF (41).
Les cyclines A et B sont elles aussi régulées par un systéme de conjugaison a I’ubiquitine

reposant sur I’ubiquitine E3 ligase APC/C activée au cours de la mitose (36).
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La cdk est elle-méme régulée. La régulation des cdks se fait par un jeu de
phosphorylations inhibitrices et activatrices. Le complexe CAK (cycline H/cdk7/Matl)
phosphoryle la Thr 160 de cdk2 et les Thr équivalentes des autre cdks (4, 6, et 1), ce qui
permet a ces cdks de contacter leur substrat en dégageant I’entrée du site de contact au
substrat (42). Les kinases Mytl et Weel phosphorylent respectivement la Thr 14 et la Tyrl5
des complexes cycline A/B-cdkl et cycline E/A-cdk2. Ces deux phosphorylations inhibent
leur activité et empéche I’ entrée prématurée de la cellule en phase S ou en mitose (43). Ces
phosphorylations inhibitrices de cdk2 et cdkl nécessitent donc la présence dans la cellule de
phosphatases qui vont déphosphoryler les résidus 14 et 15 de cdkl et cdk2 permettant ainsi de
libérer I’activité kinase de ces protéines. Ces phosphatases appartiennent a la famille des
cdc25s. Il existe trois membres cdc25 A, B et C. cdc25A cible plus particulierement cdk2 et
est nécessaire a 1’induction de la réplication. cdc25B et C déphosphorylent cdk] et permettent
I’entrée en mitose de la cellule a la fin de la phase G2 (44).

Le dernier niveau de régulation des complexes cycline-cdk est la présence d’inhibiteur
endogene appelé CKI pour "cyclin dependent kinase inhibitor". Il existe deux familles de
CKI. Les protéines de la famille INK4 telles que p16 inhibent le complexe cycline D-cdk4/6
en perturbant la liaison entre les deux partenaires (45). Ces protéines sont donc
principalement activées en G1 et empéchent le passage de la cellule en phase S. Les CIP/KIP
protéines dont font parties les protéines p21 et p27 sont capables de se lier et d’inhiber tous
les complexes cycline-cdk (46). p27 participe a la régulation de la transition G1/S en inhibant
I’activation de cdk2. La transition vers la phase S nécessite d’inhiber 1’activité de p27 via sa
titration par le complexe cycline D-cdk4 (47) ou via sa dégradation par SCF Skp1-cullin-Skp2
(41). Le role de p21 est le méme que celui de p27, cependant ’activation de p21 répond
souvent a des situations de stress (48). Quand I’expression de p21 est activée, la protéine
permet P’arrét du cycle cellulaire indépendamment de la phase dans laquelle la cellule se
trouve. Cependant 1’inhibition des complexes cycline D-cdk4 et cycline B-cdkl par p21 est
sujet a débat car des expériences ont montré la présence de p21 dans des complexes
catalytiquement actifs (47;49). En fait p21 pourrait participer a 1’activation des complexes
impliquant cdk4 et cdkl en facilitant 1’association entre les deux partenaires. p21 serait alors
seulement impliqué dans ’inhibition de la transition G1/S ou de la réplication via I’inhibition

de cdk?2.
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B) Les oncogénes

1. Définition et découverte des oncogénes
Les oncogénes ont été découverts dans les années 1970 dans 1’équipe de Peter Vogt.
L’inoculation de fibroblastes infectés par le Rous sarcoma virus dans des poulets induit la
formation rapide de tumeur en 1 a 2 semaines (50). L’oncogéne se définit donc comme une
séquence génétique capable de transformer des fibroblastes en culture (les cellules proliférent
de maniere illimitée et ne sont plus sensibles a une perte d’adhésion) et d’induire des tumeurs
chez le poulet ou la souris. Les oncogenes cellulaires sont appelés proto-oncogene, ceci afin

de retranscrire le fait que ces génes codent pour des protéines potentiellement oncogéniques.

2. Effet des oncogénes sur le cycle cellulaire : exemple de c-src, c-myc et cdc25A

Les oncogenes perturbent le cycle cellulaire, I’adhérence cellulaire et 1’apoptose. Nous
nous concentrerons ici sur le role des oncogeénes au niveau du cycle cellulaire, et sur les
oncogenes c-src, c-myc et cdc25A que nous avons étudiés dans notre travail.

De nombreux oncogeénes possédant une activité tyrosine kinase sont présents a la
membrane plasmique. Parmi ces oncogeénes on trouve des récepteurs membranaires (I’EGFR
par exemple) ou des protéines sous membranaires, comme c-src, transductrices du signal des
facteurs de croissance (51). c-src, a l’instar de son homologue viral peut induire la
transformation de fibroblastes murins capables de proliférer en milieu semi-liquide et
d’induire des tumeurs chez des souris nude (52). Cependant 1’effet transformant de c-src est
moins fort que celui de v-src. L’oncogene c-src agit de facon synergique avec d’autres
oncogenes comme I’EGFR (53). c-src est une protéine régulée a trois niveaux. La
phosphorylation inhibitrice sur la tyrosine 530 est catalysée par la protéine Csk. Cette
phosphorylation replie la molécule sur elle-méme, empéche son activation sur la tyrosine 416
phosphorylée par le récepteur tel que I’EGFR et favorise 1’ubiquitination de la protéine par la
protéine c-cbl (51). La perturbation de ces mécanismes permet ’activation constitutive de c-
src qui maintient alors de fagon soutenue et durable les voies de signalisation activatrices des
complexes cycline D-cdk4 et cycline E-cdk2. Deux points essentiels expliquent ces effets. Le
premier est que c-src permet le recyclage des récepteurs membranaires aux facteurs de
croissance en inhibant leur dégradation (54). Le second est que c-src induit 1’activation de
plusieurs facteurs de transcription dont les facteurs STAT3. Ceci est important car STAT3 est
absolument requis pour 1’activité transformante de v-src et joue donc certainement un role

important pour celle de c-src (55).
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D’autres oncogenes sont des facteurs de transcription. On peut citer les protéines c-fos
c-jun formant le complexe AP1, le facteur de transcription c-myc ou encore les protéines de la
famille Ets. Ces facteurs dépendent normalement des voies de signalisation issues des
récepteurs de croissance. Ils sont constitutivement activés au sein des tumeurs et permettent
d’activer de facon indirecte les complexes cycline E-cdk2 (56;57) . Au cours de nos travaux
nous nous sommes particulierement intéressé au facteur de transcription c-myc. Des souris
mutantes possédant un transgene codant la protéine c-myc sous le controle du promoteur des
chaines lourdes des immunoglobulines développent rapidement des lymphomes (58). De
facon similaire, des souris inoculées par des fibroblastes murins transfectés par un vecteur
codant I’oncogeéne c-myc sous le controle d’un promoteur viral développent rapidement des
tumeurs (59) . Ce facteur de transcription active I’entrée des cellules en phase S a trois
niveaux. c-myc active des génes comme la cycline D2, cdc25A ou encore SCF(skp2) qui vont
permettre d’activer le complexe cycline E-cdk2 (60-62) et peut réprimer les geénes codant les
protéines p21 et p27, inhibiteurs de ces mémes complexes (63). De plus c-myc induit la
transcription de geénes participant directement a la réplication tel que 1’ornithine
décarboxylase, impliquée dans la synthése des bases azotées (64). Enfin c-myc active la
machinerie traductionnelle nécessaire a 1’expression des histones (65). c-myc active ’ARN
polymérase III, le facteur de traduction elf4E, de nombreuses protéines ribosomales (S19, L3,
L32 par exemple) et des protéines facilitant I’assemblage des ribosomes au niveau du nucléole
tel que la nucléoline ou la nucleophosmine B23 qui participe a la maturation des pré-
ARNribosomiaux (66). Ainsi I’activation constitutive de c-myc permet d’activer ’entrée des
cellules en phase S en absence de tout signaux prolifératifs.

Le dernier type d’oncogéne qui nous a intéressé au cours de ces travaux sont ceux
capables de réguler de facon directe les complexes cycline-cdk, notamment les complexes
cycline E-cdk2 ou cycline D-cdk4/6. Les phosphatases cdc25A activatrices des kinases cdk2
sont ainsi oncogéniques (67). En plus de supprimer la phosphorylation inhibitrice de cdk?2,
cdc25A limite la liaison de p21 et p27 sur le complexe cycline E-cdk2 car ces trois protéines
possedent le méme site de liaison sur cdk2 (68). Ainsi une surexpression de cdc25A, diminue
le seuil d’activité nécessaire du complexe cycline D-cdk4/6 pour 1’activation du complexe
cycline E-cdk2 favorisant ainsi I’entrée prématurée des cellules en phase S. Ces protéines
cooperent avec une protéine mutée de ras et induisent des tumeurs chez la souris (67). Ces
tumeurs sont de haut grade et possédent un karyotype trés altéré. Le role de cdc25A au niveau
du point de contréle de la phase S sur lequel nous reviendrons est sans doute important pour

expliquer le phénotype observé.
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C) Les génes suppresseurs de tumeur

1. Découverte des génes suppresseurs de tumeur et définition

Le premier géne suppresseur de tumeur a été découvert grace a un rare syndrome
affectant de jeunes enfants : le rétinoblastome, tumeur héréditaire de 1’ceil. Le karyotype de
ces personnes démontre I’absence d’une bande spécifique du chromosome 13 dans I’un des
deux chromosomes de chaque cellule de I’individu. En 1971, Alfred Knudson propose
I’hypothese selon laquelle il existe un géne essentiel protégeant la cellule rétinienne contre la
tumorigenese dans cette région spécifique du chromosome 13 (69). De plus, le développement
du rétinoblastome doit nécessiter la perte du deuxieme allele codant ce géne appelé alors
suppresseur de tumeur. Le clonage de cette région a permis d’identifier ce géne nommé Rb
(pour rétinoblastome). Les cas familiaux présentent une mutation germinale de Rb sur ’'un
des deux alleles et une perte d’hétérozygotie entraine une perte compléete de la fonction de Rb
(figure 2). Des mutations ou des pertes du géne Rb ont ensuite été fréquemment observées

dans plusieurs carcinomes du poumon, ou du sein par exemple (70;71).

Individu normal Retinoblastome héréditaire Retinoblastome non héréditaire
Géne de Rb Cellule inactive |' un
x hérité muté des 2 alléles de Rb
¥ Y ¥ N4 ¥ ¥ M (occasionel)
x x x i x x
Cellule inactive | * un ¢ ¢ ¢ ¢
des 2 alléles de Rb o+

(occasionel)

Cellule inactive le
second alléle de
Rb (trés rare)

Prolifération excessive
conduisant au
retinoblastoma

Prolifération excessive
conduisant au
retinoblastoma

Résultat : les gens avec la mution Résultat : 1 personne/30000

Résultat : pas de tumeur ) ) ,
P hériditaire développent une tumeur développe la tumeur

Figure 2 : L'hypothese de Knudson et le gene du rétinoblastome (69)

La détection de nouveaux génes suppresseurs de tumeurs a nécessité un gros effort de
détermination des sites d’hétérozygotie (nous sommes hétérozygotes sur 1 base sur mille
environ). L analyse de la perte d’hétérozygotie par comparaison de la tumeur et du tissu sain a
permis de découvrir d’autres génes suppresseurs de tumeur comme p53 (72). Au sein des
leucémies induites par le virus de Friend, les cellules tumorales portent deux all¢les altérés de
p53 tandis que dans les cellules saines, seul un alléle au maximum est manquant (73). Ce gene

répondait ainsi a ’hypothése de Knudson.
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2. Effet des génes suppresseurs de tumeur : ’exemple de Rb et p53
Il existe aujourd’hui de nombreux geénes suppresseurs de tumeur répondant a
I’hypothése de Knudson. On peut par exemple citer la phosphatase PTEN qui inhibe la voie
des PI3kinase AKT ou la protéine chkl qui permet 1’activation du point de controle de la
phase S. Cependant nous nous appuierons ici sur deux exemples p53 et Rb qui nous ont plus

particuliérement intéressés au cours des travaux présentés par la suite.

a) Le role de Rb en tant que géne suppresseur de tumeur

Les fonctions de Rb s’articulent autour de trois points essentiels. Premi¢rement Rb
permet de coordonner I’entrée des cellules en phase S ou la sortie de quiescence, avec la
présence de signaux de prolifération. Le controle des facteurs E2F1 est ici un élément
important se sa fonction. Comme nous ’avons dit précédemment, ce contrdle repose sur
I’inhibition de I’activité transcriptionnelle de ces facteurs et sur le recrutement de protéines
histones déacétylase ou de remodelage de la chromatine.

Deuxiémement, Rb maintient la différenciation cellulaire en réprimant de manicre
définitive les génes de prolifération au sein des tissus matures. Un des phénotypes tumoraux
le plus caractéristique est la perte de I’état différencié. Le maintient de cet état par Rb garantit
une protection efficace contre la tumorigenese. Ces effets nécessitent le recrutement des
histones méthyltransférase PRC1 et PRC2 qui méthylent les lys 27 des histones H3 et
participent a la mise en place de nombreux tissus différenciés durant le développement (74).

Enfin, Rb bloque de maniére définitive 1I’expression des genes de la phase S dans un
tissu en prolifération via le recrutement des histones méthyltransférases Suv39H (75). Ces
enzymes induisent une triméthylation de la lysine 9 des histones H3 favorisant
I’hétérochromatinisation des genes de la phase S incapables alors d’étre induits méme en
présence de signaux prolifératifs (76). Cette fonction de Rb ne s’observe que dans des cellules
en croissance soumises a un fort stress comme la sénescence réplicative, I’hypoxie ou le stress
oxydatif, et enfin les dommages de ’ADN qui activent Rb via p16 et p21.

Ces trois points font de RB une protéine centrale contre la progression tumorale. Rb
est ainsi fréquemment inactivé dans les cellules cancéreuses. De plus, un trés grand nombre
de tumeurs, présentent une inactivation du géne INK4A codant la protéine p16 (77). Comme
nous 1’avons dit précédemment, p16 est activé lors de stress, et empéche alors la progression
du cycle cellulaire en condition non favorable pour la cellule. Sa perte induit une activation
des complexes cycline-cdk de la phase G1 de maniere incontrélée et inhibe donc les fonctions

de Rb. Enfin, Rb peut également étre inactivé directement par les oncogénes viraux (78).
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b)_Le géne suppresseur de tumeur p53
Le facteur de transcription p53 est activé au cours de I’oncogenese par les signaux de
stress qui sont associés a cette pathologie. Nous reviendrons sur ce point dans le chapitre
suivant. p5S3 permet d’activer 1’arrét du cycle cellulaire, la sénescence, I’apoptose ou la
réparation des dommages de I’ADN.

1.Mise en évidence du rdle de p53 contre la progression tumorale.

Des souris transgéniques n’exprimant pas p53 développent rapidement des tumeurs de
types sarcomes et lymphomes (79;80). L’importance de p53 a également été démontrée par
I’analyse du syndrome de Li-Fraumeni (LFS). Les patients atteints posseédent une mutation
germinale de p53 et développent rapidement des carcinomes. Cependant, les souris ou p53 a
été inactivé ne développent pas le méme profil tumoral que les patients atteints de LFS. De
facon similaire, les sarcomes sont rares chez I’homme qui développe plutdt des
carcinomes possédant des formes mutées de p53. .Des modeles murins dans lequel un des
deux all¢les codant pour p53 a été remplacé par une des formes mutés de la protéine retrouvée
chez ces patients ont permis de mimer le LFS. Ces souris ne développent plus de sarcomes
mais des carcinomes. D’aprés ces modeles, il apparait que les mutations de p53 apparaissant
au cours de la progression tumorale dans les épithéliums modifient la fonction de p53 qui
pourrait alors favoriser la progression tumorale au lieu de I’empécher (81).

11.p53 induit ’arrét du cycle cellulaire

p53 activent des genes inhibiteurs du cycle cellulaire comme p21, BTG2, Gadd45 ou
14.3.36 (82;83). Ces protéines bloquent le cycle dans les phases G1 et G2. p21 inhibe les
complexes cycline-cdk, notamment les complexes cdk2. Le role de p21 s’est vu confirmé
grice a des modéles murins ou le géne de p21 est supprimé. Ces souris développent
spontanément des tumeurs de facon tardive, et sont plus susceptible aux agents carcinogenes
(84;85). De plus I’absence de p21 favorise le développement de tumeur mammaire dans un
modele murin de souris exprimant ’oncogéne Ras (86). Ces fonctions de p21 sont
dépendantes de p53 car 1’absence de p21 n’augmente pas le risque de tumeur chez des souris
ou le géne de p53 a été inactivé (87). BTG2 inhibe quant a lui I’expression des cyclines D et E
(82). Enfin Gadd45 et 14.3.3c seraient plutét impliqués dans I’inhibition du complexe
cycline B/cdkl (83). Gadd45A inhibe la formation du complexe en se liant a cdk1. La cycline
B est alors exportée vers le cytoplasme ou elle est retenue inactive par 14.3.3c .

L’arrét du cycle cellulaire induit par p53 est aussi du a ’inhibition de genes de facon

directe ou indirecte par p53. p53 est recruté de manicre indirecte sur des génes comme cdkl
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ou la cycline B, notamment via le facteur NF-Y, et induit le recrutement de HDACI, 4 et 5
(88). Ceci est associ¢ a I’inhibition de ces geénes. De facon similaire, pS3 est recruté
directement sur le promoteur de c-myc, ce qui induit I’inhibition du géne via le recrutement
de corepresseurs a activité histone déacétylase mSin3A (89). Cet effet est essentiel, au moins
dans certaines conditions, a 1’activation du point de contrdle de la phase G1 par p53.

111.p53 active I’apoptose

p53 active plusieurs génes proapoptotiques tel que les protéines a seul domaine BH3
(NOXA, PUMA, Bid), des protéines de mort tel que Bax ou p53AIP1 et enfin les protéines
sensibilisant a I’apoptose induite par le systéme immunitaire tel que Fas et Daxx (83;90). Les
protéines a seul domaine BH3 sont essentielles a 1’activité proapototique induite par p53.
Elles activent les protéines de mort en interagissant avec les protéines de survie tel que Bcl-2
ou Bcl-XL. Ainsi, des souris transgéniques possédant un gene de PUMA inactivé présentent
des perturbations du programme apoptotique remarquablement similaire a celles observées
dans des souris déficientes pour le géne de p53 (91). Enfin, des études récentes montrent que
p53 peut induire 1’apoptose indépendamment de son activité transcriptionnelle en induisant la
dépolarisation de la membrane mitochondriale via une activité similaire a celle des protéines a
unique domaine BH3 (p53 fixerait notamment la protéine de survie Mcl-1) (90).

iv.Les autres fonctions de p53

p53 limite la formation de métastases via I’activation des protéines Maspin (92). Les
Maspin sont des genes suppreseurs de tumeur de la famille des serpines qui empéchent la
migration des cellules tumorales mais aussi des cellules endothéliales inhibant ainsi la
formation de métastase et I’angiogénése.

p53 régule également le métabolisme cellulaire, via 1’expression de TIGAR, une
protéine inhibitrice de la glycolyse. L’inhibition de la glycolyse pourrait favoriser
I’élimination des cellules en cours de cancérisation, car au cours de celle ci, la glycolyse
devient le seul mode de production d’énergie de la cellule. De plus I’inhibition de la glycolyse
diminue la production de radicaux libres de 1’oxygene, protégeant ainsi la cellule des
dommages de I’ADN par exemple (93).

Cette fonction de p53 est en accord avec sa fonction de gardien du génome. p53 active
des génes de réparation de ’ADN comme XPC impliqué dans le « nucleotide excision
repair » (NER) et MSH2 impliqué dans le « Mismatch Repair » (94) En plus de son role
transcriptionnel, p53 aurait ici des roles plus directs. Les cassures de I’ADN ou [’altération
des bases azotés engendrés par les radicaux libres de 1’oxygéne ou le rayonnement UV

recrutent p53 au sein de complexes de réparation. pS3 facilite alors la décondensation de la

22



chromatine, ce qui favoriserait le recrutement des différentes protéines participant au NER.
p53 potentialise aussi 1’activité enzymatique de protéines du BER tel que Apel. Comme nous
le verrons, 1’altération du génome est I'un des moteurs de la carcinogenése, ainsi la réparation
de I’ADN induite par p53 favorise le controle de cette carcinogenese.

Finalement, une autre fonction importante de pS3 est 1’activation de génes impliqués
dans son propre contrdle. pS3 active par exemple 1’ubiquitine E3 ligase Hdm2 (Mdm?2 chez la
souris) qui induit la dégradation de p53. p53 active également les génes ASPP qui favorisent
I’induction de I’apoptose par p53. Nous reviendrons ensuite sur ces protéines.

v.Choix entre apoptose et arrét du cycle

Le choix entre arrét du cycle et apoptose est mal compris et repose sur des ¢léments
dépendants et indépendants de p53. Le type et la physiologie cellulaire sont importants. Ainsi
p53 active préférentiellement 1’apoptose au sein des cellules sanguines tandis qu’il induit
plutdt un arrét du cycle cellulaire dans les fibroblastes. Ceci pourrait refléter une activation
différentielle des protéines de survie tel que Bcl-2 ou Bel-XL en fonction du type cellulaire
(95). La présence de signaux de survie activateurs de la protéine AKT favorise également
I’arrét du cycle cellulaire. A I’inverse, I’activation des kinases de stress comme p38 et JNK
par ’inflammation ou I’hypoxie vont favoriser 1’induction de 1’apoptose par p53.

Le signal activant pS3 va aussi étre déterminant dans le choix entre arrét du cycle et
apoptose. L’affinité de p53 n’est pas la méme pour ses différents génes cibles. Les sites de
liaison a p53 des geénes apoptotiques Bax et Noxa sont ainsi de faible affinité. En revanche les
génes nécessaires a l’arrét du cycle cellulaire et notamment p21 sont trés affins et
extrémement sensibles a 1’activation méme minime de p53 (95). Un modéle propose donc que
I’activation de I’apoptose nécessite un signal de stress important par rapport a celui nécessaire
pour I’arrét du cycle cellulaire. Ceci pourrait étre renforcé par le fait que p21 puisse étre un
inhibiteur de I’apoptose en empéchant le clivage de la caspase3 et en inhibant les kinases de
stress JNK et p38 (96). La dégradation spécifique de p21 par ’ubiquitine E3 ligase p5S3RFP,
gene activeé par p53, faciliterait la transition vers 1’apoptose (97).

L’activation des génes proapoptotiques serait ainsi beaucoup plus controlée que celle
des génes nécessaires a I’arrét du cycle cellulaire. Les modifications posttraductionnelles de
p53 vont orienter la réponse. La phosphorylation de certains résidus de p53 tel que les sérines
33, 46, 81, 376 et 378, catalysées par les kinases de stress p38 et JNK, vont favoriser la
liaison a I’ADN et D’activation de génes proapoptotiques tel que Bax ou p53AIP1 qui
possedent des sites de liaison de faible affinité (98). Les HAT CBP/p300 acétylent le domaine
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C-terminal de p53. Ces résidus acétylés stabilisent le domaine de liaison a I’ADN de p53 sur
ses séquences cibles, notamment celles de faible affinité.

Le dernier élément important est la présence de différents facteurs ou cofacteurs de
transcription qui moduleraient 1’activité de p53 (figure 3). Les protéines ASPP stimulent la
transcription des genes apoptotiques Bax et PIG3 en favorisant la liaison a I’ADN de p53 sur
ces genes (99). Les facteurs de transcription de la famille de p53, p63 et p73 mais également
le facteur STAT] facilitent I’activation de geénes apoptotiques tels que Bax, Noxa ou Fas en
participant au recrutement du complexe d’initiation de la transcription (83;100). La protéine
JIMY qui se lie au cofacteur p300 favorise aussi I’activation des génes proapoptotiques tel que
Bax (101). Enfin des coactivateurs tel que Miz vont favoriser I’activation de p21 dans certains
cas mais vont supprimer son expression s’ils sont complexés a c-myc (102).

Si I’on se replace dans le contexte de la progression tumorale, on s’apercgoit qu’elle
favorise sans doute le role proapototique de p53. L hypoxie, la perte d’adhérence, et les stress
oxydatifs générés lors de la progression tumorale favorisent la phosphorylation de p53 (la
sérine 46 semble étre clef) et D’activité de ses cofacteurs proapoptotiques (figure 3). Il est
ainsi possible que I’activation de p53 dans des 1ésions précancéreuses ait plutdt tendance a
induire un arrét du cycle cellulaire impliquant des geénes tel que p21 tandis que 1’activation de
p53 au sein d’une tumeur plus avancée favorise I’activation de I’apoptose (95). Ceci a été
confirmé par des expériences d’immunohistochimie montrant la présence de cellules

fortement marquées pour p21 dans des 1ésions précancéreuses.

Normal cells 3} — Cell-cycle arrest targets
) e.9. CDKNA
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Cell-cycle arrest
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e NOXA, BAX

Apoptosis

Figure 3 : Régulation du profil transcriptionnel de p53(95)

Le modé¢le présenté propose que la phosphorylation de p53 par les kinases de stress au cours de la progression
tumorale, favorise son interaction avec les cofacteurs p300 JIMY et ASPP permettant ainsi I’induction de
I’apoptose au dépend de I’arrét du cycle cellulaire.
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Chapitre II : La tumorigenése

On considére aujourd’hui que deux points importants permettent la progression
tumorale. Le premier point repose sur la mutation des génes contrdlant le cycle cellulaire et

I’apoptose tandis que le second repose sur I’instabilité génomique associée a la carcinogenése.

A) La mutation des geénes de controle du cycle cellulaire comme

élément initiateur de la tumorigenése.

1. Description de la théorie

Historiquement, la premiere hypothése expliquant la tumorigenese reposa sur la
découverte des oncogenes et des génes suppresseurs de tumeur. La tumorigenése s’explique
selon cette hypothése par DI’apparition au cours des divisions cellulaires de mutations
perturbant la fonction normale des proto-oncogenes et des génes suppresseurs de tumeur. Lors
de la réplication de I’ADN, I’ADN polymérase 6 induit un taux d’erreur d’environ 1 base sur
10°. Ainsi, chez les organismes a vie longue, 1’apparition progressive de mutations touchant
les oncogenes et les geénes suppresseur de tumeur activerait la prolifération cellulaire et
favoriserait ainsi 1’émergence de clones de plus en plus mutés, ne répondant plus a aucun
critére nécessaire a la prolifération tel que la présence de facteurs de croissance, I’adhérence a
une matrice extracellulaire, la préservation du matériel génétique. Ce dernier point est crucial
et expliquerait I’apparition tardive de l’instabilit¢ génétique observée dans la plupart des

carcinomes humains.

2. Activations des proto-oncogénes et répressions des génes suppresseurs de

tumeur

Le premier moyen par lequel un proto-oncogéne est activé est 1’apparition de mutation
au sein de sa séquence codante ou de son promoteur. Des mutations ponctuelles peuvent
augmenter ’activité de certains proto-oncogenes et les transformer alors en oncogeéne. On
peut citer la mutation de Ras G12V qui induit une activation constitutive de la protéine (103).
Des mutations au sein du promoteur peuvent aussi induire une surexpression de la protéine
comme pour bcl6 responsable de lymphome T (104). Les mutations non-sens sont aussi a
I’origine de formes constitutivement actives d’oncogéne. Par exemple la mutation tronquante
au niveau du codon 531 de c-src induit 1’activité constitutive de cette protéine (105). Cette

mutation trouvée initialement dans 12% des tumeurs colorectales de patients américains n’a
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cependant été retrouvé qu’a de rares exceptions chez d’autres populations (106). Finalement,
des mutations introniques peuvent aboutir a I’apparition d’oncogenes en modifiant 1’épissage
alternatif. Des variants d’épissage ont été caractérisés pour les cyclines D et E ou la protéine
Mdm2 (107-109). Ces différentes protéines induisent la transformation de fibroblastes
murins. L’absence d’un ou plusieurs domaines fonctionnels est responsable de ce phénotype.
Par exemple les complexes formés entre cdk2 et des formes courtes de la cycline E ne sont
plus inhibés par p21 ou p27 qui ne peuvent lier le complexe (110). Enfin, de nombreux
oncogenes sont activés de manicre indirecte par des mutations touchant leur régulateur.
L’oncogene c-src est ainsi activé par des mutations de la protéine CSK (111).

L’inhibition des génes suppresseurs de tumeur suit les mémes mécanismes expliquant
I’activation des oncogénes. De nombreux geénes suppresseurs de tumeurs comportent dans
leur séquence, tant au niveau du promoteur, des exons que des introns, des mutations qui vont
aboutir a la perte de leur fonctionnalité. Le domaine de liaison a I’ADN de p53 est ainsi trés
fréquemment muté (112). De fagon similaire la phosphatase PTEN est mutée dans les gliomes
de haut grade (113).

Un autre moyen important d’inactivation repose sur la méthylation spécifique de
cytosines présentes en grand nombre au sein d’flots nucléotidiques appelés ilots CpG. La
méthylation de ces 1lots induit la relocalisation de ces génes d’une région d’euchromatine vers
une région d’hétérochromatine, aboutissant a la suppression de leur expression (114). Ainsi,
dans de nombreuses tumeurs, seulement un alleéle des génes suppresseurs est muté. La perte
d’expression complete du géne s’explique par la méthylation de 1’autre all¢le. Le locus INK4
est ainsi I'un des geénes le plus fréquemment méthylé au cours de la progression tumorale
aboutissant a la perte d’expression des protéines pl6 et pl4ARF (115). Le géne codant la
protéine apc est également fréquemment méthylé dans les cancers colorectaux, ce qui active
des oncogeénes tel que la Pcaténine et c-myc (116). De manicére plus générale, des
modifications épigénétiques sont sans doute extrémement importantes au cours de I’initiation
de I’oncogenese. Les cellules souches des tissus différentiés se caractérisent par un profil
spécifique de genes méthylés qui limite leur prolifération et restraint les types cellulaires
pouvant étre engendrés. Il semble que I’altération de ce profil, aboutissant a Ia

dédifférenciation de ces cellules, puisse étre un élément précurseur de 1’oncogenese (117).
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B) L’instabilité génomique comme moteur de la tumorigenése

1. Description de la théorie

La progression tumorale s’accompagne presque toujours de larges réarrangements
chromosomiques impliquant la perte compléte de chromosomes et la présence de
chromosomes surnuméraires. De plus de nombreux oncogénes ne présentent pas de mutation
mais une surexpression dii a une amplification génique parfois en de multiples copies
(Poncogene ErbB2 est amplifi¢ entre 10 et 15 copies dans 30% des cancers du sein). De
nombreux geénes suppresseurs de tumeur sont inactivés par délétion d’au moins un de leurs
deux alleles. Un autre élément essentiel indicatif de cette théorie est 1’existence de cas
familiaux rares de cancers dii a la mutation germinale de protéines impliquées dans les
différents systémes de réparation de I’ADN tel que ATM ou BRCA1 (118;119). Enfin, la
plupart des tumeurs présentent des systémes de réparation de I’ADN altérés ou un taux de
mutation largement supérieur a la normale. Pour les tenants de cette théorie, le taux de
mutation d’une cellule en division ne pourrait étre suffisant pour induire la tumorigenese. La
tumorigenese pourrait ainsi s’appuyer sur 1’altération des systémes qui controlent I’intégrité
de I’ADN puis dans un second temps sur 1’apparition de bouleversements chromosomiques

capables d’altérer la fonction des génes impliqués dans le contréle du cycle cellulaire (120).

2. Mécanisme de ’instabilité génomique

a)_Instabilité génomique liée a la réplication

Un ¢lément essentiel pour la stabilité du génome est le controle de la réplication.
Ainsi, la perte du Mismatch repair (MMR) qui contrdle la présence de mésappariements au
cours de la réplication augmente le taux de mutations ponctuelles accumulées a chaque
réplication. Environ 15% des cancers colorectaux posseédent ainsi des mutations des geénes
codant dans les protéines MLH1, MSH2 et 3. Ces mutations favorisent 1’apparition de
mutations a un taux extrémement rapide aboutissant a la cancérisation de ces cellules (121).
Les séquences microsatellites, séquences d’ADN répétées, sont treés sensibles au perturbations
du MMR et ces tumeurs sont dite microsatellites instables (MIN). Elles posseédent en revanche
une quantité d’ADN normale proche de 2N chromosomes.

Une autre source d’instabilité au sein du génome liée a la réplication est la présence de
site de réplication fragile. Ces sites sont répliqués a la fin de la phase S. Cette réplication
tardive est due a la présence d’une géne stérique sur ’ADN empéchant le passage du

réplisome (structures secondaires d’ADN, protéines liées a I’ADN en grande quantité, géne

27



transcris) (122;123). Le réplisome peut alors quitter la fourche de réplication, on parle alors
d’effondrement de la fourche de réplication. L’ADN simple brin présent au niveau des
fourches effondrées active I’ arrét du cycle cellulaire, les systémes de recombinaison puis de
résolution de doubles jonction Holliday, qui vont permettre de réengager la fourche de
réplication. Au niveau des sites fragiles, ces mécanismes sont extrémement sollicités (124).
Ces mécanismes peuvent ainsi étre débordés en présence de stress supplémentaires générés
par divers agents de 1’environnement (UV, stress alkylant, stress oxydatif) Il persiste alors de
petites régions génomiques mal répliquées en métaphase qui vont favoriser 1’apparition de
cassures chromosomiques et perturber la mitose (nous reviendrons sur ce point). Les cellules
cancéreuses présentent ainsi trés souvent des délétions au niveau de ces sites de fragilité, voir
des réarrangements, qui peuvent aboutir a la perte alléllique d’un ou plusieurs geénes
suppresseurs de tumeur.

Un troisieme mécanisme générateur d’instabilité génomique li¢ a la réplication de
I’ADN est la perturbation du contrdle cellulaire des origines de réplication. Les origines des
fourches de réplication sont chargées par le complexe de pré-réplication (Pré-RC) formé des
protéines Mcm2-7 au début de la phase G1. Ce complexe scanne I’ADN et se fixe au niveau
des origines de réplication grace au complexe ORC (origin recognition complex) contenant
cdc6 et cdtl. Ces protéines ne fonctionnent qu’en début de phase G1, lorsque les complexes
cycline E-cdk2 n’ont pas encore été activés. L’activation précoce de la kinase cdk2 au cours
de la phase GI1 inhibe le chargement des Pré-RC. L’absence compléte de Pré RC sur une
région d’ADN ne permet pas alors la réplication de ces régions qui vont alors perturber la
mitose (125). A I'inverse, les Pré RC ne peuvent étre rechargés durant les phases S-G2 afin de
limiter a une fois la réplication de ’ADN par tour de cycle cellulaire. Lorsque 1’ouverture de
la fourche de réplication débute, les protéines MCM et cdc6 sont phosphorylées par le
complexe cyclineA-cdk2, ce qui inhibe leur recrutement sur I’ADN et exporte cdc6 du noyau.
De plus, cdtl est dégradé, et une protéine essentielle contre la tumorigenése, la geminin
(exprimée uniquement pendant les phases S/G2) inhibe les cdtl qui auraient pu échapper a
cette dégradation. (126). Ces différentes protéines cdc6 cdtl et geminin ont toutes été
retrouvées surexprimées dans un grand nombre de tumeurs et associées a la présence d’une
instabilit¢ génomique (127;128). L’augmentation de cdtl et cdc6 participerait a I’instabilité
génomique via I’ouverture de fourche de réplication sur de I’ADN d¢ja répliqué, tandis que la

geminin limiterait ce mécanisme a un taux supportable pour la prolifération cellulaire
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b)_Instabilité génomique 1i¢ au point de contréle du fuseau mitotique.

Un autre ¢élément essentiel pour le contréle de la stabilit¢ génomique est le point de
contrdle du fuseau mitotique qui assure la bonne répartition du matériel génétique entre les
deux cellules filles. Au cours de la métaphase, les chromatides sceurs sont maintenues liées
entre elles, au niveau de la région centrale du chromosome appelée centromere, par les
cohésines. La séparation des chromatides sceurs lors de la transition métaphase anaphase est
régulée par la dégradation ciblée de la cohésine par la protéase séparase. La séparase est
activée lorsque le centromere de tous les chromosomes est attaché par deux microtubules
issus chacun d’un poéle cellulaire différent (attachement au niveau d’un complexe protéique
appelé kinétochore). L’absence d’attachement d’un unique chromosome induit un signal via
des protéines telles Mad2 ou la kinase BubR1 qui vont maintenir inactivé un complexe
ubiquitine E3ligase APC/C en la privant de son activateur cdc20. La libération de cdc20
permet sa liaison au complexe APC/C ce qui active son activité catalytique. La cible d’APC/C
est une protéine appelée securin qui empéche ’activation de la séparase (129) (figure 4). Ces
mécanismes sont primordiaux pour la stabilit¢ génomique a deux niveaux. Tout d’abord ils
assurent qu’a chaque cycle de division, I’ensemble des chromosomes sera attaché de maniére
bipolaire avant le début de 1’anaphase. Ensuite ils permettent de stopper la mitose de cellules
qui auraient mal répliqué leur ADN ou qui auraient des cassures au sein de leur ADN (130).
Un point important est que ce point de contréle mesure non seulement 1’attachement du
centromere au microtubule mais également la tension qui s’exerce a ce niveau. En situation
normale, les forces s’exer¢ant par chaque microtubule attaché a un méme chromosome sont
identiques mais de sens opposé. Ainsi les tensions anormales s’excercant au niveau d’un
chromosome présentant un nombre incorrect de centromere (du a une cassure ou a une fusion
chromosomique) ou des perturbations au sein de sa structure active le point de controle du
fuseau mitotique (129;130).

L’importance de ces mécanismes pour la tumorigenese a été soulignée par le fait que
des mutations germinales des genes impliqués dans ces processus tel BublB étaient
retrouvées dans des cas de cancers familiaux caractérisés par la présence de cellules au
karyotype profondément altéré et survenant chez 1’enfant sous forme de rhabdomyosarcome
et de leucémie (131). De plus, plusieurs modeles murins présentant des haploinsuffisances
pour des protéines tel BubR1 ou Bub3, sont plus susceptibles aux cancers (132).

Finalement, la dérégulation du point de controle du fuseau mitotique a été impliquée
dans I’apparition de cellules tumorales colorectales au karyotype trés instable. On dit qu’elles

présentent un phénotype CIN (chromosomal instability). Ces cellules sont aneuploides.
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L’aneuploidie est extrémement courante au sein des cellules tumorales, qui ne possédent
cependant pas toutes un phénotype CIN. La particularité des cellules CIN est que le karyotype
aneuploide n’est pas survenu en une €tape mais a été au contraire remodelé sur plusieurs
générations. Une hypothése propose que ces cellules sont issues d’une cellule rendue
tétraploide qui a perdue ensuite une partie de ses chromosomes surnuméraires (133). Ceci se
base sur le fait que les cellules CIN présentent de 60 a 90 chromosomes en moyenne (= 3N
chromosomes). Le point de controle du fuseau mitotique a ici un rdle important. Sa
dérégulation pourrait €tre a D’origine de la cellule tétraploide et permettre 1’instabilité
chromosomique ultérieure. Ainsi [’inactivation par mutation des protéines Mad2 ou
Bubl(fréquemment mutées chez les patients atteints de CIN) permet de conférer le phénotype

CIN a une cellule initialement normale.
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Figure 4 : Le point de controle du fuseau mitotique (129)

Lors de la métaphase, la cohésine retient ensemble les deux chromatides sceurs. La liaison entre les kinetochores
et les microtubules active I’ubiquitine E3ligase APC/C qui libére la séparase de la securin. La séparase permet
alors de couper la cohésine et libére les deux chromatides sceurs.
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¢)_Instabilité génomique liée aux cassures double brin de ’ADN

Les cassures doubles brin de I’ADN sont une cause majeure d’instabilité génomique.
Les stress environnementaux tels que le rayonnement UV, les radicaux libres de I’oxygene,
les rayons y, les mutagenes induisent ces cassures. Ces agents forment des cassures doubles
brins et des cassures simples brins transformées en doubles brins lors de la collision de la
cassure avec la fourche de réplication (134). Les cassures doubles brins sont les plus déléteres
car elles générent des fusions entre chromosomes (135;136). Ces chromosomes fusionnés ne
peuvent étre distribués correctement au moment de la mitose et sont trés souvent cassés lors
de P’anaphase, générant des cycles de cassure, puis fusion des chromosomes (137). Deux
mécanismes, « Le Non homologous end joining » (NHEJ) et la recombinaison homologue
permettent la réparation de ces cassures. Nous reviendrons sur ces mécanismes au cours de la
partie 2. Plusieurs syndromes humain se caractérisent par la présence de mutation au sein des
protéines impliquées dans ces systemes de réparation. (voir tableau 1) (138). Les patients
porteurs de ces mutations développent un nombre anormalement élevé de tumeur confirmant

le role de ces systémes dans la prévention de la tumorigenése.

Syndrome Phénotype Géne mute

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

ataxia telangiectasia-like disorder | Retard mental, tumeur, radiosensible, chromosome instable | MREI11

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

Tableau 1: Syndrome humain associé a des mutations de genes de réparation des cassures
doubles brins (138).

Une autre forme de cassure double brin sont celles générées par le raccourcissement
des télomeres. Les télomeres sont les séquences terminales des chromosomes. Ces séquences
recrutent un complexe protéique constitué¢ notamment de TRF2 qui protége I’extrémité des
chromosomes. En absence de télomeéres ces séquences terminales peuvent fusionner. A
chaque division cellulaire le raccourcissement des télomeres est problématique et générateur
d’instabilité génomique. Sous un certain seuil, les séquences télomériques ne permettent plus
le recrutement du complexe protéique constitué de TRF2. Les séquences télomériques sont

alors reconnues comme des cassures doubles brins qui normalement arréte le cycle cellulaire.
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Si la cellule se divise, les chromosomes peuvent cependant fusionner au niveau de leurs
télomeres aboutissant a de larges remaniements chromosomiques par des cycles de cassure

pendant la mitose puis fusion pendant I’interphase (139).

3. Coopération entre oncogéne et instabilité génomique

A partir de ces deux théories une troisiéme voie se dégage aujourd’hui synthétisant les
deux précédentes. L’instabilité génomique serait un catalyseur de 1’oncogenese. Ces
conclusions sont fondées sur les expériences montrant que d’une part les oncogénes génerent
de I’instabilité génomique et que ceci est un prérequis a la transformation cellulaire, et que
d’autre part, I’instabilité génétique permet ’activit¢ oncogénique en ¢liminant des geénes
suppresseurs de tumeur ou en amplifiant les oncogenes.

Les oncogenes induisent de I’instabilité génomique par divers moyens. L’activation de
la prolifération nécessite un métabolisme important, générateur de radicaux libres de
I’oxygéne (140). Ces radicaux libres sont génotoxiques autant pour I’ADN nucléaire que pour
I’ADN mitochondrial. Les radicaux libres de 1’oxygeéne induisent majoritairement des
cassures simples brins de ’ADN qui peuvent étre transformées en cassure double brin au
cours de la réplication. Les radicaux perturbent ainsi le fonctionnement du génome nucléaire
mais aussi du génome mitochondrial. Ce dernier point est important car les mitochondries au
fonctionnement perturbé vont étre a leur tour des génératrices importantes de radicaux libres
de ’oxygeéne amplifiant le phénoméne (141). Ainsi une augmentation méme minime de la
prolifération cellulaire par les oncogenes entralnent ces mécanismes de production de
radicaux libres de I’oxygene et d’instabilité génétique.

L’activation des complexes cycline E cdk2 par I’activité des oncogenes induit de
I’instabilité génétique. Comme nous venons de le voir, le chargement des Pré RC nécessite
I’absence d’activité de cdk2 au début de la phase G1. L’activation permanente du complexe
cycline E-cdk2 par les oncogénes empéche ainsi ce chargement (125), induisant alors une
réplication de I’ADN qui est incompléte en raison du manque d’origine de réplication (122).

Les oncogénes a travers l’activation de facteurs de transcription tel que E2F1
perturbent le programme transcriptionnel de plusieurs mécanismes nécessaires au maintient
de la stabilité du génome. Les geénes cdc6 et cdtl sont activés par les facteurs E2F1. Comme
nous I’avons dit précédemment cdc6 et cdtl sont inhibés au cours des phases S/G2
respectivement par un systeme d’export du noyau et de dégradation. Leur surexpression limite
ces mécanismes, ce qui peut favoriser le rechargement des Pré —RC sur I’ADN déja dupliqué

et la re-réplication d’une portion du génome (128). Le geéne codant la protéine Mad2 est
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¢galement sous le controle d’E2F1, et la surexpression de Mad2 inhibe le point de contrdle du
fuseau mitotique (142). Les facteurs E2F1 activent aussi les génes impliqués dans le
déclenchement de la mitose. La cycline B, cdkl, la PLKI les phosphatases cdc25 sont par
exemple sous le controle d’E2F/RB (143). L’inactivation de RB ou I’activation d’E2F1 peut
ainsi favoriser le déclenchement de la mitose de maniére précoce. Finalement une autre
protéine importante régulée par E2F est la protéine Emel. Cette protéine inhibe 1’ubiquitine
E3 ligase APC/C, et sa surexpression induit I’apparition de cellules tétraploides. Lors de la
mitose, APC/C inhibée ne peut induire la dégradation des cohésines, les chromosomes ne
peuvent pas étre séparés et la cellule termine la mitose sans cytodiérese (144).

Enfin les oncogeénes géncrent de I’instabilité, mais cette fois a long terme. Le
raccourcissement des télomeres de maniere progressive a chaque division aboutit finalement a
la fusion de chromosomes entre eux (145). Les chromosomes ne peuvent étre séparé au cours
de la mitose (plusieurs centromeres sur un méme chromosome) ce qui entraine leur cassure ou
I’absence de cytodiérése aboutissant a une cellule tétraploide.

Ces mécanismes vont participer a la perte progressive des geénes suppresseurs de
tumeurs et vont favoriser une activité oncogénique de plus en plus soutenue aboutissant a un
cercle ou oncogene et instabilité génétique vont coopérer et promouvoir la transformation de

cellules saines en cellules malignes (Figure 5).

Activation d’un proto-oncogéne
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“ROS Réplication anormale
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v v v
Perte, mutation ou < _\ — > Perte mutation ou
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Instabilité
> génomique <

Figure 5 : Coopération entre oncogene et instabilité génomique

Les dommages de I’ADN générés par 1’oncogéne induisent une instabilité génomique qui amplifie les effets de
I’oncogene et en active d’autres qui vont a leur tour participer a la progression tumorale.
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C) La sénescence et I’apoptose : barriére contre la tumorigenése

pS3 et Rb protégent la cellule de I’oncogenése via leur role suppresseur de tumeur. En
fait, ces deux protéines font parties de deux grands mécanismes limitant la progression
tumorale : la sénescence et 1’apoptose. La sénescence est un état cellulaire physiologique
particulier. La cellule est vivante, son métabolisme est actif et elle peut selon les circonstances
continuer a exercer des activités paracrines. Son phénotype est altéré et se distingue par un
cytoplasme de taille anormalement grande en terme de surface mais extrémement fin en terme
de volume. En revanche, elle devient totalement fermée aux signaux de 1’environnement, en
particulier ceux induisant normalement la prolifération. La cellule est ainsi morte d’un point
de vue prolifératif. L apoptose est un mécanisme plus extréme pour la cellule. La cellule se
suicide en dégradant ses constituants de manicre spécifique par I’activité d’enzymes a activité
cystéine protéase appelées caspases. L’ADN dégradé est également fortement condensé et
apparait extrémement noir en microscopie ¢lectronique. La cellule disparait par
bourgeonnement de petites vésicules renfermant les différents constituants cellulaires

appelées corps apoptotiques.

1. Activation de p53 au cours de I’oncogenese

La protéine p53 est régulée a deux niveaux : traductionnelle et post traductionnelle.
La traduction de I’ARN messager est augmentée lors de ’activation de p53. Deux protéines
jouent ici un rdle essentiel : la protéine ribosomale L26 (RPL26) se fixe dans le 5’UTR de
I’ARN messager de p53 et augmente I’association entre ’ARNm de p53 et des polysomes a
fort coefficient de sédimentation contenant un nombre important de ribosome. A ’inverse, la
nucléoline inhibe la traduction de I’ARNm Ia encore en se fixant dans sa région 5 UTR en
inhibe le recrutement de RPL26 (146). En condition normale, I’ARNm est majoritairement
fixé par la nucléoline et donc peu traduit. Lors d’un stress oncogénique, RPL26 est relocalisée
dans le nucléoplasme et perturbe I’association entre la nucléoline et I’ARNm favorisant ainsi
une structure de ’ARNm plus facilement reconnaissable par les ribosomes induisant ainsi
I’association de cet ARN avec des polysomes a fort coefficient de sédimentation.

Le second niveau de régulation de p53 est la régulation de sa dégradation. En absence
de stress, la protéine est dans le noyau associée a deux enzymes ubiquitine E3-ligase Hdm?2
(mdm?2 chez la souris) et ARF-BP1. L’ubiquitination de p53 par ces protéines entraine son

export du noyau et sa dégradation. Lors d’un stress, I’association entre p53 est les ubiquitines

34



E3 ligases est inhibée, permettant ainsi 1’augmentation de la demi-vie de p53 et son
expression stable. Cette perturbation est initiée par une protéine du nucléole pl4ARF
(p19ARF chez la souris) (147) qui favorise de plus 1’autoubiquitination de Hdm2 et sa
dégradation (148). Cette protéine est codée par le méme locus INK4/ARF que la protéine p16
mais ne posseéde pas le méme promoteur, et une séquence intron exon différente de celle de
pl6 (149).

L’expression de pl4ARF est controlée par les facteurs E2Fs (150). En condition
normale, son promoteur est occupé par le facteur E2F3b qui répriment la transcription du
geéne. L’inhibition de ce facteur permet 1’activation de pl4ARF et 1’activation de p53. Lors
d’une activation oncogénique du facteur E2F1 grace a la protéine virale E1A, ce facteur est
recruté a la place de E2F3b et induit une forte activation de la voie pl4ARF/p53 (151).
D’apres ces résultats, pl4ARF pourrait ainsi étre activé grace aux dérégulations des facteurs
E2Fs dues a I’oncogene. L’autre point permettant de réguler I’expression de p14ARF est le
contrdle du locus INK4A/ARF par les protéines PcG tel que Bmil. Nous reviendrons sur ce
point dans le paragraphe suivant.

Ces mécanismes ne sont pas les seuls capables d’activer p14ARF. L’activation de la
ribogénése dans le nucléole au cours de ’oncogenése pourrait étre déterminante (148). La
nucléophosphamine B23 (participe a ’assemblage des ribosomes) et plusieurs protéines
ribosomales tel que les protéines ribosomales L5, L.23 et L11(152-154) qui possedent des sites
de fixation pour pl4ARF augmentent le recrutement et la stabilisation de p14 ARF au sein de
nucléole. La stabilisation de pl4ARF au sein du nucléole limite sa dégradation par Hdm2. La
perturbation structurelle du nucléole induite par 1’activité oncogénique (réplication
incompléte, cassures de I’ADN, amplification des génes codant les ARNr, surexpression de
protéines ribosomales sous le contrdle de c-myc) induit la relocalisation de ces diverses
protéines au sein du nucléoplasme (155). Ceci permet alors a p14ARF ou la nucleophosmine
B23 de venir interagir avec Hdm2 et d’induire la stabilisation de p53 (156).

Parallelement a la voie de signalisation faisant intervenir pl4ARF, p53 peut-Etre
stabilisé par les perturbations génomiques engendrées par ’oncogene. En effet, il existe au
sein du domaine d’activation transcriptionnel (N-terminal) de la protéine de nombreux sites
de phosphorylations. Les sérines 15 et 20 sont phosphorylées respectivement par les kinases
ATM/ATR d’une part et chkl/chk2 d’autre part (98). Ces phosphorylations permettent la
phosphorylation d’autres résidus dans la région N-ter de p53 dont la sérine 9 ou la thréonine
18 phosphorylées par les kinases CK1 ou DNA-PK par exemple. Ces phosphorylations

déstabilisent la liaison entre Hdm2 et pS3 et permettent ainsi la stabilisation de la protéine. De
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plus, ces phosphorylations sont absolument nécessaires au recrutement des cofacteurs de la
transcription par p53. Les différentes kinases ci-dessus interviennent toutes dans la détection
des perturbations du génome permettant ainsi d’activer p53 indépendamment de la présence
d’ARF. Au cours de I’oncogenese, il est probable que la déstabilisation du génome (via des
cassures de I’ADN ou la présence de fourches de réplication effondrées) et la perturbation du

nucléole coopérent pour permettre 1’activation maximale de p53 (148) (figure 6).
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Figure 6 : Activation de p53 au cours de ’oncogenese (148)

En absence d’activité oncogénique, p53 est dégradé par Mdm2/ARFBP1. La présence d’un oncogéne induit
I’activation du géne pl4ARF. La protéine est stockée dans le nucléole. La progression tumorale s’accompagne
de perturbations du génome qui vont activer les kinases ATM/ATR et libérer p14ARF permettant la stabilisation
et ’activation de p53.

2. Activation de la voie p16-Rb au cours de ’oncogenése

L’activation de Rb au cours de I’oncogencse repose sur les inhibiteurs du cycle
cellulaire p16 et p21 qui inhibent respectivement les complexes cyclines D-cdk4 et cycline E-
cdk2. Tandis que p21 est exprimé via p53, ’activation de p16 est plus complexe (figure7).

Le premier mécanisme repose sur le fait que ce géne est activé suite a la stimulation des
facteurs de transcription Ets2 par les kinases ERKs (157). L’activation anormalement
prolongée des MAPKs aboutit a I’activation de p16 et au blocage du cycle cellulaire via Rb.
Un autre ¢lément important est le contrdle du locus INK4a/ARF par les facteurs PcG Bmi 1,
responsable de I’hétérochromatinisation du locus. Lors de I’activation de la sénescence,
I’expression de Bmi 1 est réprimé, ce qui active pl16 et pl9(ARF) (158;159) . Le géne Bmi 1
est en fait sous le contrdle des facteurs de transcriptions prolifératifs E2F1 et c-myc qui sont

réprimés par 1’activité de p53 au cours de la mise place de la senéscence (160;161).
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pl6 est activé par les kinases de stress p38. Les stress oxydatifs et métaboliques
(perturbation du fonctionnement mitochondrial) induits au cours de 1’oncogenése activent
p38 qui répriment le facteur Id1, inhibiteur de p16 (162). Elles activent aussi les protéines
kinases MK2/3 qui inhibent I’intéraction de Bmil avec I’ADN(163). Cet effet de p38 est

important car il peut expliquer 1’activation de p16 par I’oncogene en absence de p53.

T N oL

Figure 7 : Schéma d’activation de Rb au cours de |’'oncogenése

Le déréglement des mitochondries et 1’activation de p53 lors de I’oncogenese induit 1’activation des protéines
p21 et p38. p21 et p38 permettent 1’activation du gene de pl6 notamment en réprimant I’expression du facteur
PcG Bmil. L’activation de p16 et de p21 permet I’inhibition des complexes cyclines cdk et I’activation de Rb

3. La sénescence inhibe définitivement I’activation du cycle cellulaire

L’activation de p21 et de p16 induit une trés forte inhibition des complexes cycline-
cdk entrainant une déphosphorylation compléte de Rb et sa liaison aux facteurs E2Fs.
L’activation de Rb dans ce cadre induit la formation de focis d’hétérochromatine spécifiques
de la sénescence (SAHF) (76). Ces SAHF colocalisent avec les geénes nécessaires a la
réplication comme la cycline A ou PCNA. Ces SAHF sont transcriptionnellement inactifs et
extrémement stables dans le temps. La sénescence correspond donc potentiellement a la
compaction et a I’extinction définitive des génes nécessaires a la prolifération. Cette activité
de Rb nécessite le recrutement des protéines Suv39H. Dans un cadre normal de prolifération,
Rb permet la déacétylation des lys9 des histones H3 inhibant la transcription de maniére
réversible, tandis que lors de la sénescence Rb induit la méthylation de ces résidus et le

recrutement de la protéine linker HP1 qui induit une forte compaction de la chromatine. De
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plus, lors de la mise en place du SAHF par Rb, un dépdt spécifique de 1’histone variant
macroH2A a lieu dans la chromatine (164). Ce variant induit lui aussi une forte compaction
de la chromatine. Rb permet dans ce cadre de cibler correctement les zones du génome a

hétérochromatiniser pour permettre I’extinction des génes de prolifération.

4. L'apoptose permet l'élimination des cellules en cours de transformation

Contrairement a la sénescence, 1'apoptose est un phénomeéne mis en place rapidement.
Nous nous intéresserons ici uniquement au processus apoptotique mis en place par p53 au
cours de I’oncogenése. L'apoptose est régulée a trois niveaux, avec la mitochondrie comme
point central a l'ensemble du processus. En amont de la mitochondrie, 1'apoptose est régulée
par des protéines de mort comme Bax a l'action limitée par des protéines de survie comme
Bcl-2 ou Bel-XL. p53 permet 1’activation de Bax a deux niveaux. Il induit tout d’abord la
transcription de la protéine, mais surtout il active les génes codant les protéines BH3 PUMA
et Noxa. Ces protéines perturbent I’intéraction de Bax et des protéines de survie ce qui permet
I’insertion de Bax dans la mitochondrie. L’insertion de Bax induit une dépolarisation
mitochondriale qui ne peut plus fonctionner correctement et induit le relargage de plusieurs
protéines comme le cytochrome c, AIF et I’endonucléase G. Le cytochrome ¢ permet la
formation d’un complexe appelé apoptosome constitué des protéines Apaf-1 cytochrome c et
caspase 9, capable d’activer la caspase 9. L’activation de la caspase 9 permet le clivage et
I’activation de caspases dite effectrices comme les caspase 3 ou 7 qui vont alors dégrader de
nombreuses protéines et activer la nucléase CAD responsable de la dégradation
internucléosomale de la chromatide (165). AIF est responsable de la condensation de la
chromatide tandis que I’endonucléase G participe a sa dégradation. p53 participe également a
la régulation des événements se situant en aval de la mitochondrie.

Enfin, p53 régule également 1’apoptose médiée par les récepteurs de mort. Le géne du
récepteur de mort Fas est activé par p53. La liaison de Fas et de FAS ligand induit 1’activation
de la caspase 8. La caspase 8 induit le clivage de la protéine Bid, protéine a domaine BH3 qui

induit I’activation de Bax et la libération de cytochrome c.
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Partie 2 : Les thérapies antitumorales, réponses

et échappements
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Chapitre I : Les chimiothérapies ciblant les topoisomérases

A) Données cliniques sur ces chimiothérapies

Les inhibiteurs de topoisomérase sont aujourd’hui un traitement standard de plusieurs
pathologies malignes. Les inhibiteurs de topoisomérase 1 dérivés des camptothécines sont
largement utilisés, le plus souvent en seconde ligne de traitement contre des cancers
multirésistants (166). Le topotecan est utilisé contre le cancer des ovaires résistants aux sels
de platine ou aux inhibiteurs du fuseau mitotique tel que le paclitaxel (167), et contre le
cancer du poumon a petites cellules résistant a un cocktail doxorubicine, vincristine
cyclophosphamide (168). Il est également utilisé contre des cancers hématologiques tel que
les leucémies myéloides chroniques (CML) (169). Les résultats obtenus en seconde ligne de
traitement ont amené les cliniciens cancérologues a développer de nouvelles combinaisons
incluant le topotecan en premicre ligne de traitement. On peut citer les combinaisons
topotecan cisplatine utilisées pour le cancer ovarien ou encore topotecan paclitaxel la encore
en premiere ligne pour le cancer du poumon a petites cellules (166). Le probléme majeur de
ces combinaisons est la forte toxicité hématologique observée, nécessitant une diminution de
chaque agent de manicre importante par rapport a leur utilisation seul. Un autre dérivé des
camptothécines, I’irinotecan est lui principalement utilis¢é contre le cancer colorectal
métastatique le plus souvent en combinaison avec 1’analogue de base 5-Fluorouracil.
Cependant des essais ont ¢été réalisés sur d’autres tumeurs comme le cancer du poumon a
petites cellules pouvant montrer 1a aussi des résultats encourageants (166). Enfin, des essais
ont montré que I’irinotecan peut étre associé¢ avec d’autres drogues antitumorales comme les
sels de platine dans le traitement du cancer colorectal. Malgré leur grande utilisation,
I’efficacité de ces drogues reste modérée. Les taux de réponse au topotecan utilisé seul varient
de 20% dans le traitement du cancer ovarien a 30% contre certaines CMLs. La médiane de
survie des patients atteints de cancer des ovaires et traités par irinotecan n’est ainsi que de 15
mois. Le taux de réponse des patients atteints de cancer colorectal métastatique traités par de
I’irinotecan seul n’est que de 25%, et la médiane de survie de ces patients ne dépasse pas 12
mois (166). De plus, ces traitements sont associé€s avec plusieurs toxicités de grade important
HI/IV. On peut citer parmi les plus fréquentes des neutropénies, thrombopénies, anémies,

diarrhées et vomissement pouvant entrainer dans les cas les plus graves la mort du patient. En
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raison de ces différents aspects, de nouveaux analogues de camptothécine sont en
développement mais ne sont pas pour 1’instant utilisés de mani€re routinic¢re en thérapie.

Les inhibiteurs de topoisomérase Il sont utilisés en premiere et seconde ligne de
traitement contre plusieurs pathologies malignes (170). Il existe deux types d’inhibiteurs, les
poisons qui induisent un complexe covalent topoisomérase ADN, et les inhibiteurs
catalytiques qui inhibent simplement 1’activité¢ de la topoisomérase. Nous nous intéresserons
ici uniquement a la premicre classe d’inhibiteur, les seconds n’ayant pas été utilisés au cours
des travaux qui vont suivre. Les poisons des topoisomérases appartiennent a deux grands
groupes, les anthracyclines utilisées contre le cancer du sein et des ovaires, contre les
leucémies aigués, les lymphomes, et les myélomes; les épipodophyllotoxines utilisées contre
le cancer des testicules et des ovaires, contre certaines leucémies myéloides, et contre le
cancer du poumon a petite cellule (170). Les anthracyclines sont utilisées en premiére ligne de
traitement contre le cancer du sein en association avec du 5-Fluorouracil et de Ia
cyclophosphamide avec une survie globale moyenne de 80% a 5 ans chez des patients atteints
de cancer non métastatique. Elles sont utilisées en seconde ligne de traitement associées avec
des taxanes toujours contre le cancer du sein avec cette fois ci une survie globale moyenne
proche de 90% a 5 ans chez des patients atteints de cancer non métastatique (171).
L’utilisation des anthracyclines en association avec un analogue de base comme la cytarabine
en premiere ligne de traitement contre les leucémies myéloides aigué€s est aussi un protocole
standard de chimiothérapie. 50 a 75% des patients atteints d’AML et traités par ce protocole
ont une réponse complete. Cependant seulement 25 a 30% ne présentent pas de récidives a
long terme (171). Certains protocoles utilisent les épipodophyllotoxines en remplacement des
anthracyclines dans le traitement des AML avec des résultats a peu pres similaires a ceux
obtenus avec anthracycline (172). Une toxicité majeure des anthracyclines est I’induction de
toxicités cardiaques partiellement résolues par la mise sur le marché de nouvelles générations
d’anthracyclines comme [’epirubicine (170). En dehors de cet effet, les patients traités
présentent souvent des neutropénies importantes et des problémes digestifs (vomissement
diarrhée). Les inhibiteurs de topoisomérase II comme les inhibiteurs de topoisomérase I sont
donc eux aussi toujours en développement afin d’améliorer les combinaisons, les protocoles

d’administration et de limiter les toxicités.
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B) Les deux types de topoisomérase

1. Les topoisomérases de type I

Ces enzymes sont absolument essentielles et sont présentes dans tous les organismes
vivants de la bactérie jusqu’a I’homme. Des expériences d’inactivation de ce gene chez la
drosophile I’ont confirmé en montrant que ces mutants n’étaient pas viables (173). Ces
topoisomérases sont exprimées tout au long du cycle cellulaire en raison de leur réle au cours
de la transcription. Ces protéines sont constituées de 4 domaines. La région centrale de la
protéine, extrémement bien conservé au cours de 1’évolution, intéragit avec I’ADN. La région
C-terminal est également bien conservée et contient la tyr723, qui se lie de maniére covalente
a I’ADN (174). La fonction alcool de la tyrosine permet une réaction de transestérification au
niveau de la liaison 5’0OH du désoxyribose 1i¢ au groupement phosphate et induit la coupure

de cette liaison en fixant de maniere covalente le groupement phosphate en 3' (figure 8).
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Figure 8 : Mécanisme réactionnel de la topoisomérase I (175).

Au cours de la réaction catalysée par la topoisomérase I, I’ADN est li¢ de maniére covalente au résidu tyrosine
723 de la topoisomérase I. A la fin de la réaction, la liaison phosphodiester est reformée selon le mécanisme
inverse de celui présenté.

Dans cette configuration, 1’hélice d’ADN tourne sur elle-méme dans le sens supprimant la
tension au sein de 1’hélice. Cette réaction énergétiquement favorable ne nécessite pas d’ATP.
L’hélice effectuant un tour complet, les deux groupements séparés se retrouvent en contact et

la liaison est reformée via une nouvelle réaction de transestérification (175).
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Cette réaction permet de restaurer une tension normale au sein de 1’hélice d’ADN,
tension pouvant étre altérée au cours de la transcription et de la réplication par les activités
hélicases associées a ces processus. Le déroulement des deux brins d’ADN par les hélicases
induit un raccourcissement de la double hélice responsable de la tension générée au sein de
I’hélice. Les topoisomérases de type I agissent donc en aval de l'activit¢ hélicase et
contribuent au déroulement des deux brins d'ADN (175) (figure 9). En absence de
topoisomérase I, le raccourcissement de la double hélice entraine la formation d’un
superenroulement de I’ADN permettant de dissiper la tension sur 1’ensemble de I’hélice
impliquée dans I’enroulement. Ces enzymes sont surtout impliquées dans les phases
d’¢longation de la transcription ou de la réplication. La détection des sites de coupure de cette
enzyme sur I’ADN confirme ceci en montrant que I’enzyme se fixe principalement plusieurs
centaines de base en aval des sites d’initiation de la transcription ou des origines de

réplication (176).

Le pas de la double
hélice est raccourci

Replisome

Le pas de la double
hélice est raccourci

Figure 9 : Les topoisomérases I suppriment la tension de I’ADN générée par [’activité
hélicase du réplisome (175).

L’activité hélicase associée au réplisome induit un raccourcissement du pas de la double hélice induisant une
tension sur la structure de ’ADN. La tension empéche la progression du réplisome. Les topoisomérases I

suppriment un tour d’hélice diminuant la tension s’excercant sur la structure de I’ADN et permettent le
redémarrage de 1’activité hélicase associée au réplisome.
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2. Les topoisomérase de type I1
Les topoisomérases de types II sont codées par deux genes chez 1’homme. La
topoisomérase o est exprimée de fagon cyclique de la transition G1/S jusqu’en mitose. De
plus, elle est seulement exprimée dans les tissus prolifératifs. La topoisomérase IIf est

exprimée de fagon ubiquitaire tout au long du cycle cellulaire et dans tous les tissus (177).

Domaine de liaison a | 'ADN/Domaine de clivage

ATPase | B X | Queue
Tyn805 A _ )
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Topo IIf (X |
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Figure 10 : Les différents domaines fonctionnels des topoisomérases Il (178)

Ces enzymes catalysent le transport d’une double hélice d’ADN a travers une autre de
manicre ATP dépendante. Elles sont homodimériques et possédent plusieurs domaines
fonctionnels (figure 10). La région N-terminal est constituée de deux domaines : 1 ATP-ase
capable de lier I’ATP et de le dégrader, fournissant I’énergie nécessaire a la réaction catalysée
par I’enzyme. Le domaine central B’A’ permet la liaison a I’ADN de I’enzyme et le clivage
double brin de I’ADN, chaque monomere clivant I'un des deux brins. Ce clivage repose sur
I’intéraction d’une tyrosine (805 chez la topoisomérase Ilo. humaine) avec I’ADN. La réaction
est la méme que dans le cas des topoisomérases I mais cette fois ci, c’est la liaison entre le

3’OH du désoxyribose et le groupement phosphate qui est ciblée (figure 11).
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Figure 11 : Mécanisme réactionnel simplifié des inhibiteurs de topoisomérase Il (178)

Au cours de la réaction catalysée par la topoisomérase Ilo, I’ADN est lié de maniere covalente au résidu tyrosine
805 de la topoisomérase. A la fin de la réaction, la liaison phosphodiester est reformée selon le mécanisme
inverse de celui présenté.
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Les topoisomérases sont extrémement efficaces sur I’ADN chromatinisé. Elles sont les
seules capables de supprimer les superenroulements de I’ADN et de dissocier deux hélices
d’ADN enroulées 1’une autour de 1’autre (177). Les topoisomérases de type IIf ont un role
essentiel au cours de la transcription, ce qui explique leur expression au sein de tous les tissus
prolifératifs ou non (178). Une recherche des sites de coupures de I'ADN par ces enzymes a
montré qu'elles agissaient principalement au niveau des régions d'initiation et de terminaison
de la transcription (176). Deux études peuvent expliquer le role de la topoisomérase IIf3 au
niveau de I’initiation de la transcription. Les topoisomérases IIf induisent une cassure double
brin de ’ADN au niveau des nucléosomes présents sur le site d’initiation de la transcription
de génes comme PSA, pS2 ou MMP12 par exemple. La cassure double brin présente au sein
du site catalytique de 1’enzyme active une protéine PARP qui greffe des poly(ADP)ribose
fortement chargé négativement. Ces charges déstabilisent I’interaction entre I’ADN et les
histones de la chromatine, aboutissant au relachement de celle-ci (179). Le second mécanisme
impliquant les topoisomérase II dans I’initiation de la transcription repose sur I’activité des
complexes de remodelage RSC (180;181). Les topoisomerases 11 permettent de supprimer
les superenroulements négatifs de I’ADN qui empéchent la torsion de ’ADN nécessaire a
I’activit¢ des complexes RSC (figure 12). Les topoisomérases IIf} participent donc au
remodelage de la chromatine, ce qui permet le recrutement des facteurs nécessaires a

’activation de la transcription.

Figure 12 : Role de la topoisomérase I au cours du remodelage de la chromatine (181).

Les complexes de remodelage de la chromatine induisent une torsion de I’ADN qui génére des
superenroulements négatifs. La topoisomérase II} permet de supprimer ces superenroulements ce qui favorise
I’activité des complexes de remodelage.
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Les topoisomérases IIp et Ila vont respectivement agir a la fin de la transcription d’un
gene et a la fin de la réplication pour des raisons similaires. Les sites de terminaison de la
transcription sont des zones ou I’ADN est fortement structuré, par des liaison entres les bases
azotés (G quadruplex) ou par des protéines (hétérochromatine par exemple). Ces sites peuvent
¢galement correspondre aux sites ou deux complexes ARN polymérase se rencontrent en sens
inverse. De facon similaire a la fin de la réplication, les fourches de réplication se rencontrent
au niveaux de régions difficiles a répliquer, les sites commun de fragilité, contenant la aussi
de I’ADN fortement structuré. La topoisomérase I n’est pas efficace ici car I’ADN ne peut pas
tourner sur lui-méme, ce qui entraine [’apparition de superenroulements négatifs. Les
topoisomérases Il les suppriment, ce qui permet la progression du complexe ARN

polymérase ou du réplisome (177;182) (Figure 13).
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Figure 13 : Role de la topoisomérase Ila au cours de la réplication (177)

A la fin de la réplication, au niveau des sites communs de fragilité, la rencontre entre deux fourches de
réplication induit des superenroulements négatifs de 1I’ADN. Les topoisomérases Ila suppriment ces
superenroulements et permettent aux réplisomes de finir la réplication.
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L’autre activité essentielle de la topoisomérase Ilo est de permettre la décaténation
des chromatides sceurs générée lors de la réplication de I’ADN. La caténation est
I’enroulement des deux chromatides sceurs 1’'une autour de 1’autre au cours de leur réplication.
Cette caténation des chromatides au cours de la réplication est complémentaire a 1’activité de
la topoisomérase I afin de diminuer les tensions s’exercant sur I’ADN. La caténation des
chromatides sceurs permet au réplisome de tourner sur lui-méme, dissipant ainsi une partie des
tensions générées par 1’hélicase en arriere du complexe par rapport a son sens de progression

(177) (figure 14).

b Caténation des chromatides sceurs r——T . o~
™ n Fa™n
\ -:z'_; - t; ’_,-"_F} b l?
- L& :__:l \ {)1: r"'

,*m’.\mﬁxﬁmmmﬁ\_,./?g\ ".L,:f_’r“” 4 P | gL
-\C\‘DC\DC<\ X St q\_};x;é HoocolDas

S L‘I!_‘!':_"}{:ﬂr"ll \‘b.;\

ADN polymérase

Nature Reviews | Molecular Cell Biology

Figure 14 : La réplication de I’ADN induit la caténation des chromatides sceurs (177)

La rotation du réplisome sur lui-méme disperse une partie des tensions générées en aval de ’hélicase en arriére
et augmente ’efficacité de 1’hélicase. En contre partie, les chromatides sceurs sont enroulées I’'une autour de
’autre. On parle de caténation des chromatides sceurs.

La caténation des chromatides participe a la cohésion des chromatides sceurs jusqu’a
I’anaphase. La topoisomérase Ilo. permet de séparer ces chromatides sceurs. Cette activité
débute a la fin de la réplication et se poursuit jusqu’en métaphase. Cette activité est
essentielle car la caténation de ces chromatides sceurs empéche leur séparation lors de la

transition métaphase anaphase et s’oppose a la condensation correcte du chromosome (183).

C) Les inhibiteurs de topoisomérase I dérivés des camptothécines

Ces inhibiteurs agissent tous via la stabilisation d’un complexe entre I’ADN clivé par
la topoisomérase, 1’inhibiteur lui-méme et la topoisomérase de type 1. Au cours de la réaction
enzymatique, I’inhibiteur s’intercale entre le nucléotide —1 et le nucléotide +1 par rapport au
site de coupure de ’enzyme. Le complexe topoisomérase I-ADN-drogue appelé complexe

ternaire est stabilisé par un ensemble de ponts hydrogeénes entre 1’inhibiteur et I’ADN d’une
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part et I’inhibiteur et la topoisomérase d’autre part. Sous cette forme, 1’étape de religation de
I’ADN est extrémement ralentie mais n’est cependant pas totalement inhibée permettant au
complexe d’étre réversible. La collision entre le complexe ternaire et le réplisome (ADN
polymérase et hélicase), stabilise le complexe et induit le décrochage du réplisome lorsqu’il
atteint la cassure de ’ADN (134). L’effondrement de la fourche de réplication s’accompagne
par la libération d’une extrémité double brin d’ADN reconnue comme une cassure de I’ADN
par la cellule. Bien que ces événements soient déléteres pour I'intégrité du génome ils
présentent I’avantage de générer une structure 3’FLAP reconnu spécifiquement par des
endonucléases tel que Mus81-Emel capable de cliver la branche d'ADN liée a la

topoisomérase (184) (figure 15).
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Figure 15 : Effet des camptothécines sur la réplication (184)

Lors de la collision entre le complexe ternaire et la fourche de réplication, I’activité hélicase est découplée de
I’activité polymérase qui est bloquée par la cassure de ’ADN. Ceci induit le décrochage du réplisome, génére
une extrémité double brin et une structure 3’FLAP au quelle est liée la topoisomérase. L’endonucléase
Mus81Emel reconnait spécifiquement cette structure et supprime le complexe ternaire.

L’effondrement de la fourche de réplication est vraisemblablement I’effet le plus
déléteére pour la cellule en raison de la génération de cassures doubles brins d’une part et de la
réplication incompléte d’autre part. Cependant, en plus de ces effets sur la réplication, les
dérivés des camptothécines perturbent la transcription. Les topoisomérases de types I sont
constitutivement associées au complexe transcriptionnel (185). De facon similaire a la
collision entre la fourche de réplication et le complexe ternaire, 'ARN polymérase est
bloquée par le complexe ternaire. La cassure simple brin associée au complexe ternaire est
réparée le plus souvent de maniere efficace par le systetme de réparation couplé a la

transcription (détaillé dans le chapitre suivant), permettant le redémarrage de la transcription.

48

|




D) Les inhibiteurs de topoisomérase II : les anthracyclines.

Comme les inhibiteurs de topoisomérase I, les anthracyclines induisent la formation
d’un complexe stable entre I’ADN clivé sur ses deux brins par 1’enzyme, la topoisomérase 11
et la drogue. Les brins d’ADN sont fixés en 5’ a la topoisomérase via la drogue tandis que
I’extrémité 3’est maintenue au sein du site catalytique uniquement par des ponts salins (186).
Ce complexe est encore une fois appelé complexe ternaire ou complexe de clivage.

Le complexe de clivage est stable mais réversible et n’est pas toxique en soit pour la
cellule. L’induction de cassures doubles brins par cet inhibiteur est beaucoup plus complexe
et mal comprise que dans le cas des inhibiteurs de topoisomérase I. La plupart des cassures
doubles brins sont générées en aval du réplisome. En effet, comme dans le cas des
topoisomérases I, le complexe est stabilisé lors de sa collision avec la fourche de réplication.
Ainsi les complexes générés lors de la décaténation ne produisent sans doute pas ou tres peu
de cassures doubles brins, ne pouvant entrer en collision avec une fourche de réplication.

Les sites communs de fragilit¢ sont les sites répliqués en dernier. Ces sites sont
fréquemment le siege de cassures chromosomiques et sont particulierement sensibles a divers
agents génotoxiques capables de stopper la réplication, dont les inhibiteurs de topoisomérases
I (124). Comme nous I’avons dit précédemment, ces sites sont difficiles a répliquer et
induisent un fort ralentissement de la réplication (187). Leur réplication s’effectue a une
vitesse extrémement lente et ne se termine probablement pas avant la fin de la phase G2, lors
de la rencontre entre les fourches de réplication précoce et les fourches de réplication tardives.
Les topoisomérases Ila sont indispensables a leur réplication car I’ADN ne peut effectuer la
rotation nécessaire a sa relaxation par les topoisomérases de types I (la relaxation pour une
fourche induit une tension pour I’autre) (177). Les cassures de ’ADN vont ainsi étre
préférentiellement générées au niveau de ces sites a la fin de la réplication, c’est a dire a la fin
de la phase S voir au cours de la phase G2.

Des expériences réalisées chez la bactérie E.Coli, ont montré que la plupart du temps,
le complexe ternaire n’induit pas d’effondrement de la fourche de réplication car il bloque la
progression du réplisome qui ne se décroche pas (188). Chez I’homme cet arrét induit le
recrutement des protéines BLM et WRN qui permettent une régression de la fourche de
réplication induisant la formation d’une jonction Holliday (branchement entre deux hélices
d’ADN (189) (figure 16) . Si le complexe ternaire n’est pas réversé naturellement, la jonction
Holiday est résolue par les protéines de la famille Mus81-Emel, qui générent un

effondrement de la fourche de réplication et une cassure double brin (190). La méme série
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d’événement peut avoir lieu sur 1’autre fourche. Le complexe ternaire n’est pas supprimé par
ces mécanismes, mais les chromatides sceurs ne sont plus liées entre elles, et peuvent alors
étre réparée par les systémes de recombinaison ou du NHEJ

Finalement, de la méme manicre que les inhibiteurs de topoisomérase I, la collision
entre le complexe transcriptionnel et le complexe ternaire stabilise le complexe
irrémédiablement. Cette collision induit des cassures doubles brins que la cellule doit réparer.
La collision induit en fait une dégradation de la topoisomérase de type II et démasque ainsi la

cassure double brin (191). Nous reviendrons sur ces mécanismes dans le chapitre suivant.

Blocage des hélicases Réversion de la fourche de réplication
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Figure 16 : effet des inhibiteurs des TOPO II au niveau des sites communs de fragilité.

La présence d’un complexe ternaire entre deux fourches de réplication au niveau des sites communs de fragilité
empéche la progression du réplisome. Sous I’effet de protéines RecQ hélicases, 1’'une des fourches subie une
régression et forme une jonction Holiday. Cette jonction est spécifiquement reconnue par 1’endonucléase Mus81-
Emel qui la coupe et génére une extrémité double brin. Le complexe ternaire n’est cependant pas supprimé et la
méme série d’événement peut avoir lieu sur I’autre fourche de réplication aboutissant a la formation d’une autre
extrémité double brin.

50




E) Combinaisons avec de nouvelles thérapies ciblant PEGFR

Le développement des thérapies ciblant spécifiquement une voie moléculaire a permis
de mettre au point toute une série d’inhibiteurs capables d’augmenter les bénéfices des
chimiothérapies classiques sur le patient. Parmi ces thérapies, les inhibiteurs de la famille de
I’EGFR se sont révélés efficaces contre des tumeurs colorectales métastatiques résistantes aux
inhibiteurs de topoisomérase I (192). Deux grands types d’inhibiteurs ont été développés. Le
premier est un anticorps monoclonal humanisé¢ (cetuximab) dirigé contre le domaine
extracellulaire du récepteur et qui empéche sa liaison par les activateurs classiques de ’EGFR
(193). Le cetuximab cible aussi ’endocytose du récepteur et sa dégradation par le lysosome
L’anticorps agit en bloquant le récepteur dans une configuration ou il ne peut se dimériser de
facon efficace (194). Le second, le gefitinib, est un inhibiteur du domaine kinase de ’EGFR
qui empéche le récepteur de s’autophosphoryler lors de son activation, ce qui inhibe la
transduction du signal d’activation du récepteur a I’intérieur de la cellule. La plus large étude
conduite a ce jour a été réalisé chez des patients atteints de cancer colorectal métastatique
résistants aux inhibiteur de topoisomérase I (Irinotecan) (192). L’étude mesurait I’effet d’un
traitement conjuguant I’irinotecan et le cetuximab et le comparait avec un traitement utilisant
le cetuximab seul. Le traitement irinotecan plus cetuximab induit un taux de réponse global de
50% avec une médiane de survie de 8,6 mois. Le traitement au cetuximab induit aussi un taux
objectif de réponse mais seulement chez 12% des patients avec une médiane de survie de 6,9
mois. Ces résultats ont ét¢ confirmé par deux autres études, y compris chez des patients
résistants a 1’irinotecan et a 1’oxaliplatine (195;196). Tous ces essais ont été réalisés chez des
patients exprimant fortement I’EGFR car les résultats précliniques indiquaient que le
cetuximab n’est actif que sur des cellules exprimant fortement I’EGFR. Depuis, des rapports
ont modifié cette vision en montrant que I’expression de I’EGFR n’était pas un facteur
prédictif de réponse (197).

Des essais incorporant un nombre beaucoup moins important de patient ont été réalisés
avec le gefitinib chez des patients traités précédemment par 1’oxaliplatine ou I’irinotecan. Les
résultats sont beaucoup moins probant que ceux utilisant le cetuximab. L’induction de forte
toxicité (neutropenie, diarrhée et deshydratation) est sans doute responsable de ceci car les
doses utilisées ont du étre revue a la baisse (198).

De fagon générale, les toxicités induites par les inhibiteurs de I’EGFR, en particulier le
cetuximab ne sont pas trés importantes. La plus courante est le rash acnéique reporté¢ chez

85% des patients environs traités par le cetuximab. Un traitement d’antibiotique appliqué
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localement suffit la plupart du temps. Les diarrhées déja mentionnées sont le probléme majeur
des inhibiteurs du domaine kinase de ’EGFR qui induisent également un rash acnéique (60%
des patients).

L’effet bénéfique des inhibiteurs de I’EGFR n’est pas bien compris. L’utilisation des
inhibiteurs de I’EGFR s’est basée sur plusieurs études précliniques utilisant des xénogreffes
de cellules colorectales humaines chez la souris. Ainsi le cetuximab augmente par exemple
I’efficacité d’un traitement utilisant un inhibiteur de topoisomérase I sur une xénogreffe de
cellules colorectales (199). Des xénogreffes similaires avec plusieurs lignées colorectales
différentes ont montré que I’expression et la phosphorylation de ’EGFR ne sont pas
prédictives de 1’efficacit¢ des inhibiteurs de ’EGFR seul ou en association avec des
traitements de chimiothérapie comme I’irinotecan ou le cisplatine (200). Ces données qui sont
en accord avec 1’étude clinique présentée par N.E Kemeny et ses collaborateurs posent un
probléme car 'un des critéres de sélection des patients traités par le cetuximab est
I’expression de I’EGFR. Une étude clinique réalisée chez une dizaine de patients réfractaires
aux traitements conventionnels de chimiothérapie par irinotecan ou oxaliplatine et
n’exprimant pas ’EGFR propose un nouveau mécanisme d’action des inhibiteurs de ’EGFR.
Les patients qui répondaient favorablement au traitement irinotecan plus cetuximab
présentaient une diminution importante du taux de VEGF circulant. Ainsi il est possible que
I’inhibition des récepteurs a I’EGFR inhibe I’angiogénése induite dans I’environnement
tumoral pouvant expliquer I’efficacité de ce traitement y compris chez des patients ou I’EGFR
n’est pas exprimé par les cellules tumorales (201).

L’autre ¢élément important expliquant les effets des inhibiteurs de I’EGFR est
I’activation de I’EGFR par les traitements de chimiothérapie (200). L’activation des
métalloprotéinases membranaires ADAM17/TACE par I’irinotecan est sans doute en partie
responsable (202). Ces protéases coupent I’ectodomaine des ligands membranaires de ’EGFR
libérant ces ligands dans le milieu extracellulaire capable alors d’activer I’'EGFR (203). Ces
protéases sont activés par plusieurs kinases comme les kinases de stress p38, ou la PKCI[!
(202). Une étude utilisant le cisplatine a également montré que ce traitement induisait
I’activation de I’EGFR via la tyrosine kinase c-src (204). Bien que cette étude indique que c-
src active directement I’EGFR, il est probable que ’activation des métalloprotéinases par c-
src est un mécanisme important (205). L’activation de I’EGFR par les traitements de
chimiothérapie est associée a 1’activation des MAPK ERK et de la kinase AKT (206). Chez
les patients atteints de cancer du poumon et n’ayant jamais fumé, on a rapporté 1’existence de

récepteurs mutés qui présentent une activité constitutive et activent fortement la kinase AKT.
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Ces patients ont un excellent taux de réponse au gefitinib (207). En fait, il semble que I’EGFR
inhibe ’action de la drogue en limitant la sensibilité a I’apoptose. L’EGFR permet 1’activation
de la protéine kinase AKT, et nous le verrons dans la partie III du facteur de transcription
STAT3. L’activité de ces deux protéines permet la transcription et 1’activation de plusieurs
protéines de survie comme Bcl-XL. De plus AKT phosphoryle Bax et inhibe sa translocation
a la mitochondrie (208). Finalement la phosphorylation de ’EGFR sur la tyrosine 845 apres
un traitement a la doxorubicine a été impliqué dans sa translocation a la mitochondrie. Il
intéragit alors avec la sous unité II de 1’oxydase du cytochrome ¢ (MTCO2), ce qui inhiberait
la pérméabilisation mitochondriale et I’apoptose (209).

L’EGFR favorise également la réparation des cassures de I’ADN induite par les
traitements de chimiothérapie (210). Actuellement les génes impliqués ne sont pas clairement
définis mais plusieurs genes du nucléotide excision repair comme ERCC1 (211) ou du NHEJ
comme les DNA-PKcs semblent étre impliqués (212). De plus ’EGFR pourrait agir
directement au sein du noyau, plusieurs études ayant montré son import nucléaire aprés un
traitement irradiant (213). L’EGFR intéragit ainsi directement avec les DNA-PK et I’activité
kinase de ’EGFR semble nécessaire a I’import nucléaire des DNA-PK(214).

On voit d’aprées ces données, que 1’utilisation des inhibiteurs de ’EGFR pourrait étre
améliorée, si I’on comprennait mieux le mode d’action de ces inhibiteurs en relation avec les
différents parameétres impliqués dans la réponse aux dommages de ’ADN, générés par

exemple, par les inhibiteurs de topoisomérase.
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Chapitre II : Réponses et echappements a ces chimiothérapies

A) La détection et la réparation des dommages de I’ADN induits par

les inhibiteurs de topoisomérase

Avant d’analyser en détail les mécanismes de réparation des dommages de I’ADN
induit par les inhibiteurs de topoisomérase, il faut souligner le fait que deux grands
mécanismes extrémement différents agissent au sein de la cellule. Comme nous 1’avons dit
précédemment, les dommages de I’ADN sont induits lors de la collision des complexes
ternaires avec le réplisome ou le complexe de I’ARN polymérase. Lors de la collision
impliquant le réplisome, la présence des chromatides sceurs et le danger que représente
I’effondrement de la fourche de réplication vont induire des mécanismes tout a fait différents

de ceux induit lors d’une collision impliquant I” ARN polymérase.

1. Dommage de ’ADN et complexe transcriptionnel

Lors de la collision entre I’ARN polymerase et le complexe ternaire, le premier signal
qui active les systémes de réparation est I’arrét de la transcription. Cet arrét induit le
recrutement des protéines SUMO-1 E2 ligase ubc9, qui induisent la sumoylation de RHA une
sous unité hélicase du complexe ARN polymérase (215). Les protéines CSB (hélicase/ATP
ase de la famille de Swi/Snf) ainsi que la protéine du nucléotide excision repair a activité
hélicase TFIIH sont également recrutées (216). Ces enzymes permettent d’augmenter
I’activité hélicase de I’ARN polymérase afin de traverser le complexe ternaire qui s’oppose a
la progression de la polymérase.

Si Pactivité hélicase associée a la polymérase permet le déroulement de 1’hélice
d’ADN malgré la présence de la topoisomérase de type I, la séparation des deux brins d’ADN
sur une longueur d’environ 30 nucléotides permet alors I’activation du nucléotide excision
repair (217). Le nucléotide excision repair fait intervenir un complexe protéique constitué¢ de
deux endonucléases, XPF/ERCCI1 et XPG, et d’une protéine XPA capable d’engager ces
endonucléases au niveau du complexe transcriptionnel (216). L’incision de I’ADN permet de
supprimer la région génomique liée a la topoisomérase de type I ou altérée par I’activité de la
topoisomérase. Cette région est ensuite restaurée par complémentarité de séquence avec
’autre brin par les protéines RFC/PCNA DNA polymérase €/6 et une ligase (figure 17).

En présence de topoisomérase II et certainement fréquemment dans le cas de la

topoisomérase I, 1’activité hélicase de RHA, CSB, et TFIIH n’est cependant pas suffisante
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pour déplacer le complexe ternaire. Le blocage définitif de la polymérase induit son
décrochage et sa dégradation par 1’ubiquitine E3 ligase Cul4 (216). L absence de polymérase
au niveau du complexe transcriptionnel active la sumoylation et [’ubiquitination des
topoisomérases via la SUMO-1 E2 ligase ubc9 (218) et I’'ubiquitine E3 ligase Cul4 (219). La
dégradation de la topoisomérase I ou II induit alors 1’apparition d’une cassure simple brin

dans le cas de la topoisomérase I et double brin dans le cas de la topoisomérase II (figure 17).

Helicase
RHA

Topo /11

: :

Helicase RHA
CSB TFIIH

SUMO
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l TFIIH l
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Ub-Ub-Ub-Ub-Ub
XPF/ERCC XPG

RFC PCNA ept1de résiduel

ADN pol é/¢
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Figure 17 : Elimination du complexe ternaire lors de la collision avec I’ARN polymérase

Lors de la collision, ’activité hélicase recrutée par le complexe transcriptionnel peur permettre d’engager le
NER qui supprime une petite région d’ADN contenant le complexe ternaire. Si ’activité hélicase ne peut
engager le NER, la topoisomérase est dégradée via une ubiquitination dirigée par une SUMOylation, ce qui

génére une cassure simple brin ou double brin avec un peptide résiduel de la topoisomérase a I’extrémité de
I’ADN.
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Les extrémités de la cassure en 3’dans le cas de la topoisomérase I et en 5° dans le cas
de la topoisomérase II sont cependant liées par un peptide résiduel de la topoisomérase. La
Tyrosyl-DNA phosphodiesterase TDP1 clive la liaison entre le phosphate 1i¢ au ribose et la
tyrosine du peptide résiduel de la topoisomérase (184;220). Aprés action de TDPI sur le
complexe formé par la topoisomérase I, la PNKP (polynucleotide kinase phosphatase)
supprime le groupement phosphate en 3’ encore présent sur ce nucléotide et phosphoryle
celui en 5’sur le nucléotide situé en position —1 par rapport au site de coupure de la
topoisomérase 1. Les deux processus enzymatiques via TDP1 et PNKP générent la structure
nucléotidique capable d’engager la voie de réponse aux dommages de I’ADN simple brin
(figure 18). Dans le cadre de la topoisomérase II, I’action de TDPI1 est suffisante car la
tyrosine catalytique est liée au phosphate en 5’ du nucléotide situé en position +1 du site

catalytique (220).

5, 3’ ‘ ‘

b b P I |
P3 tide TOPO > O Ligase III
eptide TDP1 PNKP

Figure 18 : Réparation des cassures de I’ADN générées par la dégradation des TOPO I

Apreés la dégradation de la topoisomérase I, le peptide résiduel est supprimé par le complexe TDP1 PNKP, ce qui
permet la réparation de I’ADN par la ligase III.

Les cassures simples brins sont reconnues par un complexe protéique appelé le SSBR
(single strand break repair) assimilable au "base excision repair". Le SSBR contient les
protéines TDP1 et PARP (221). PARP est essentielle car c’est la protéine qui détecte la
cassure simple brin générée aprés la dégradation de la topoisomérase I. PARP se lie
spécifiquement aux cassures simple brin et induit une réaction de poly(ADP-ribosyl)ation sur
ses protéines cibles. Cette réaction permet d’induire une trés forte décompaction de la
chromatine et le recrutement de la protéine XRCC1 qui coordonne les différentes activités du
SSBR. Apres I’action de TDP1 et de la PNKP, la cassure peut-&tre réparée par un complexe
DNA polymérase p/ligase3.

La reconnaissance des cassures doubles brins générées par le processing des
topoisomérases Il est un phénoméne plus compliqué (222). Apres action du SSBR qui
supprime le peptide résiduel de la topoisomérase I, deux complexes protéiques permettent de

conserver une certaine cohésion entre les deux extrémités fragmentées : les complexes DNA-
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PK et MRN. Le complexe DNA-PK lie une extrémité de 'ADN et se dimérise avec le méme
complexe sur l'autre extrémité (223). Il permet 1’activation du NHEJ (Non homologous end
joining). Le complexe MRN (Mrel1-Rad50-NBS1) se lie a chaque extrémité de la cassure via
Mrell et forme un pont moléculaire entre les deux extrémités cassées via les domaines
coiled-coil de Rad50 (224). Lorsque les deux extrémités de ’ADN sont a bout cohésif la
cohésion des deux extrémités permet le recrutement d’un complexe XRCC4/ DNA ligaselV

capable de relier les deux extrémités de I’ADN double brin en une seule étape (figure 19).

SSBR

DNA-PKcs
1@3’ ‘ 5’_&‘ 3 ‘ 5 & 3

2 Peptide 5’ 3’ 5’ 3 5
TOPO 11 Ku MRN Ku

SSBR XRCC4 DNA ligaselV

Figure 19 : Réparation des cassures de [’ADN générées par la dégradation de la TOPO II

Aprés la dégradation de la topoisomérase II, le peptide résiduel est supprimé par le SSBR. La cassure double
brin est alors réparée par le NHEJ.
2. Dommages de I’ADN et fourche de réplication

La collision de la fourche de réplication avec le complexe ternaire induit des
structures génomiques différentes de celles générées par la collision de I’ARN polymérase
avec ce méme complexe. La principale différence se situe dans la présence d’une longueur
non négligeable d’ADN simple brin. Ceci est important car avant méme |’apparition de
cassure double brin, la présence de cet ADN simple brin va permettre d’engager les systémes
de réparations capables d’¢liminer le complexe ternaire. La réparation des cassures doubles
brins apparues au cours de ces processus n’est ici réalisée que dans un second temps et de
maniére indirecte via la recombinaison homologue. Ceci est possible au cours de la phase S et
G2 grace a la présence de la chromatide sceur au niveau de la fourche de réplication.

Les inhibiteurs de topoisomérase I et II induisent I’apparition d’ADN simple brin. Les
inhibiteurs de topoisomérase I induisent un découplage entre les activités hélicase et ADN
polymérase. Ce découplage génere I’ADN simple brin entre 1’hélicase et la polymérase. Les
inhibiteurs de topoisomérases II bloquent I’activité hélicase. L’activité polymérase et hélicase
étant liées, la polymérase ne peut finir la réplication de I’ADN déja déroulé par 1’hélicase ce

qui maintient 1 encore une région d’ADN simple brin (225). Enfin, ’ADN simple brin est
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généré apres ’arrét de la fourche de réplication ou au cours de la réparation des cassures
doubles brins engendrées par I’effondrement des fourches de réplication

L’ADN simple brin recrute la protéine rpa qui le protége. La protéine rpa se lie de
manicre spécifique a la protéine kinase ATR et permet le recrutement du complexe ATR-
ATRIP (226). Le recrutement d’ATR nécessite la présence d’un autre complexe protéique
compos¢ du complexe Radl Rad9 Husl, et de la protéine clamp Rad17(227). Enfin la
protéine TopBP1 (topoisomérase binding protein), se lie spécifiquement a ATR recruté sur
rpa et I’active (228). L’activation d’ATR permet le recrutement et 1’activation des complexes
MRN et des RecQ hélicase BLM (229-231) (figure 20). Les protéines BLM inhibent la
recombinaison homologue et favorisent la régression de la fourche de réplication quand cela
est possible. Le complexe MRN au contraire favorise la résection d’une région importante
d’ADN a partir de ’extrémité double brin, ce qui génére une longue région d’ADN simple
brin capable d’engager la recombinaison homologue. Le complexe MRN permet également

de recruter BRCA1, protéine nécessaire a la recombinaison homologue.

Rad 17 i
hélicase rpa  9.1.1 hélicase

rpa

ADNpol by ADN pol MRN

Rad 17

hélicase

—

ADNpol

Figure 20 : L’inhibition du réplisome induit [’activation d’ATR et le recrutement des

protéines BLM ou MRN

Le découplage de I’hélicase et de I’ADN polymérase ou 1’arrét de 1’hélicase génére de I’ADN simple brin qui
induit ’activation d’ATR. ATR permet alors le recrutement des protéines MRN au niveau de 1’extrémité double
brin générée par les inhibiteurs de topoisomérase I. ATR permet également le chargement des protéines BLM au
niveau de la fourche de réplication bloquée par les inhibiteurs de topoisomérase 11
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Dans le cas des inhibiteurs de topoisomérase I, la présence d’une cassure simple brin
au niveau du brin leader s’oppose a la régression de la fourche de réplication car les RecQ
hélicase n’agissent pas sur des structures doubles brins a bout franc (la cassure simple brin est
transformé en double brin par la réplication). Ceci par contre permet de manicre optimale le
recrutement de MRN et induit son activité exonucléasique. Dans le cas des inhibiteurs de
topoisomérase II, il n’y a pas ce type de cassure lors de 1’arrét de la réplication mais
uniquement un ADN simple brin, excellent substrat pour ATR et les protéines BLM qui
favorise alors la régression de la fourche de réplication (figure 20).

Apres D’effondrement de la fourche, le redémarrage de la réplication nécessite la
recombinaison homologue. Au niveau de I’ADN simple brin , le recrutement de BRCA2 par
les protéines BRCA1 permet le chargement de la protéine Rad51 et sa nucléation autour de
I’ADN (231;232) La protéine Rad52 se lie a I’ADN et a rpa et participe au recrutement de
Rad51. L’ADN est alors sous forme d’un long filament enroulé par les protéines Rad51
capable de rechercher dans la chromatide sceur la séquence homologue nécessaire a la
recombinaison. Les protéines Rad54 permettent de dérouler la double hélice au niveau de la
chromatide sceur afin de permettre la recherche d’homologie. La réussite de ce processus
permet de réengager la réplication en se servant comme matrice de la chromatide sceur
synthétisée au niveau du brin répliqué en dernier (233)(figure 21). Finalement la jonction

Holliday générée par la recombinaison homologue est résolue par les protéines Mus81-Emel.

Invasion de la chromatide soeur Rad54

BRCA2-Rad52

— OO — Rad51
‘—

Activité exonucléasique de MRN

ADNpolymérase
helicase
« 4/\?5' —
— —
Nouvelle fourche de réplication Chargement du réplisome
mais échange entre le brin leader et le brin répliqué en dernier Clivage de la jonction Holiday par Mus81-Emel

Figure 21 : Activation de la réplication par recombinaison homologue (233)

La résection dun brin d’ADN par le complexe MRN permet le recrutement des protéines BRCA2 et RADS52. Ces
protéines permettent alors le chargement des protéines RadS1 sur ’ADN simple brin et I’invasion de la
chromatide sceur. Lorsque la recombinaison fonctionne, le réplisome est rechargé et la jonction holiday est clivée
par des résolvases de type Emel-Mus81. La réplication redémarre alors générant cependant un échange de
chromatides sceurs.
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B) L’activation des points de controle du cycle cellulaire

1. Arrét du cycle cellulaire

Les inhibiteurs de topoisomérase I induisent majoritairement un blocage de la
réplication et donc un blocage de la cellule en phase S. Le probléme majeur posé par ces
inhibiteurs est 1’effondrement de la fourche de réplication sur elle-méme et la génération
d’une cassure double brin a une extrémité qui activent les protéines kinases ATR et ATM
avec un rdle prépondérant pour ATR (225).

L’effet des inhibiteurs de topoisomérase Il est complexe et dépend de deux facteurs
importants. Le premier est le fait que ces inhibiteurs sont plus actifs sur la topoisomérase de
type o que la topoisomérase de type IIf (234). L’expression de cette topoisomérase est
activée progressivement au cours du cycle cellulaire. Ainsi dans la plupart des types
cellulaires, ces inhibiteurs induisent un blocage des phases S et surtout G2 (235). Ces
topoisomérases agissent a la fin de la réplication lors de la décaténation des chromatides
sceurs et en amont de la fourche au niveau des sites communs de fragilité. L’inhibition de la
décaténation et la présence de complexe ternaire en aval de la fourche bloquent la progression
de la fourche de réplication (236). L’inhibition de la réplication induit la présence d’ADN
simple brin au niveau des sites communs de fragilité et I’apparition de cassures doubles brins,

ce qui active ATR et ATM bloquant alors 1’entrée en mitose.

2. Activation du point de contréle dépendant de la voie de signalisation

Chk/cdc25

La présence de foci d’ATR au niveau de I’ADN simple brin permet 1’activation des
protéines chkl. Ces protéines kinases ne sont pas retenues au niveau du foci et peuvent
circuler librement pour inhiber les phosphatases cdc25 (237). Les phosphatases cdc25A
phosphorylées par chkl sont dégradées par un complexe E 3 ubiquitine ligase BTRCP,
aboutissant a I’inhibition des complexes cycline E-cdk2 et cycline A-cdk2 (238). L’inhibition
de ces complexes empéche la phosphorylation de cdc45 et son recrutement au niveau des
origines de réplication. Ceci empéche alors 1’activation des fourches de réplication (239).

L’activation des kinases chkl par ATR induit également la phosphorylation des
phosphatases c¢dc25B et cdc25C (240). La phosphorylation de ces phosphatases induit leur
séquestration dans le cytoplasme par des protéines 14.3.3 et empéche I’activation des
complexes cyclines B-cdkl (237;241). Le blocage des phosphatases cdc25 inhibe ainsi de

facon extrémement efficace I’entrée des cellules en mitose.
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La collision entre les fourches de réplication et les complexes ternaires permet
¢galement ’activation d’ATM, bien que ceci soit un événement plus tardif et sans doute de
moindre amplitude que celle d’ATR. ATM permet ’activation de la protéine kinase chk2
(242). Comme chkl, chk2 phosphoryle la protéine cdc25A et induit sa dégradation avec les
mémes conséquences pour le cycle cellulaire. En revanche chk2 a peu d’effet sur cdc25B et
cdc25C. Finalement, ’apparition de cassure double brin au cours de la phase G1 induit
I’activation d’ATM. L’activation de chk2 par ATM permet d’inhiber la phosphatase cdc25A
et les protéines kinases cdk2 qui ne peuvent alors activer le démarrage de la réplication. La

régulation des protéines Chk que nous venons de détailler est schématisés ci-dessous.
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Figure 22 : Activation des points de controle du cycle cellulaire par ATM/ATR Chkl/2
cdc254/B/C

Les cassures doubles brins de I’ADN induisent ’activation de chk2 au cours de la phase G1 et la dégradation de
cdc25A par BTRCP. La kinase cdk2 est alors inactive et la cellule ne peut démarrer la réplication de I’ADN.
L’effondrement des fourches de réplication au cours des phases S et G2 induit I’activation de chkl. chkl induit
la séquestration des protéines cdc25B et cdc25C par les protéines 14.3.3. La kinase cdkl est alors inactive et ne
peut déclencher la mitose.

L’activation du point de controle protege la cellule des inhibiteurs de topoisomérase a
deux niveaux. L’activation de chkl et I’inhibition des protéines cdc25A au cours de la phase
S permet a la cellule de stopper la réplication de I’ADN. Ceci diminue le nombre de collision
entre la fourche de réplication et les complexes ternaires. De plus, 1’inhibition des protéines
cdc25B et cdc25C permet a la cellule d’obtenir du temps supplémentaire pour répliquer les
zones non répliqués a cause des inhibiteurs de topoisomérases en particulier les sites

communs de fragilité.
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3. Activation du point de controle dépendant de la voie p53

a) Mise en évidence du role de p53

Le role de p53 dans la réponse aux dommages de I’ADN a été confirmé par
I’utilisation de souris transgéniques. Chez des souris déficientes ou présentant des mutations
de p53, on observe une radiorésistance, en particulier au sein des lignées hématopoiétiques
(243). De fagon similaire, les fibroblastes de la peau des patients atteints du syndrome de Li-
Fraumeni (mutation germinale de p53) sont résistants aux irradiations (244). La
radiorésistance des souris ou des cellules possédant un géne de p53 altéré est associée avec
I’absence d’induction d’apoptose apres un traitement aux rayons irradiants. La contrepartie de
cette radiorésistance est que ces souris développent des lymphomes et des sarcomes (245).
Ces tumeurs sont toutes aneuploides, ce qui confirme le role de p53 au cours de la réponse
aux dommages de I’ADN qui sont les précurseurs de I’aneuploidie.

b) Activation de p53 par les dommages de I’ADN

pS3 est directement recruté au niveau des focis de dommages de ’ADN car cette
protéine colocalise et coimmunoprécipite avec les protéines histones H2AX phosphorylées
(246). Au niveau des foci, p53 est phosphorylé par ATR/ATM sur la sérine 15, ce qui semble
étre impliqué dans I’activation de I’apoptose. Ainsi dans des splenocytes et des thymocytes de
souris transgéniques possédant la mutation pS3 S18A (la sérine 18 chez la souris correspond a
la sérine 15 chez I’homme) I’apoptose n’est pas induite par les dommages de I’ADN (247).
En revanche, p53 est stabilis¢ de fagon identique dans les cellules contrdles et dans celles
portant la mutation. Cette phosphorylation est en fait nécessaire pour la phosphorylation
d’autre résidus sérines, comme la ser46 impliquées dans 1’activation de 1’apoptose (248). De
facon similaire cette phosphorylation est impliquée dans 1’acétylation du domaine C-terminal
de p53 sur les résidus lys 320 et 386. Ces résidus permettent de stabiliser p53 sur des
promoteurs de faible affinité pour p53. Ainsi, des mutants de p53 sur la sérine 15 ne sont plus
capables d’activer la transcription et d’intéragir avec 1’histone acétyltransférase p300, bien
qu’ils soient toujours stabilisés par les dommages de I’ADN (249).

Les kinases chk1/chk?2, activées par ATM/ATR phosphorylent p53 sur la sérine 20. La
phosphorylation de la sérine 20 est critique car elle induit la dissociation du complexe Hdm2
p53, empéche 'ubiquitination de la protéine et induit sa stabilisation (250). Ces expériences
ont été¢ confirmé grace a des cellules embryonnaires issues de souris ou le géne de chk?2 a été
inactivé. Ces cellules sont radiorésistantes et leur irradiation n’induit pas la stabilisation de

p53 (251).
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Enfin, la protéine pl4ARF pourrait étre impliqué dans ’activation de p53 par les
dommages de ’ADN. Les souris inactivées pour le géne de pl9ARF sont trés sensibles aux
agents irradiants et carcinogene qui induisent 1’apparition rapide de tumeurs (252). Ainsi p53
n’est pas activé de manicre efficace par les dommages de ’ADN dans des fibroblastes
embryonnaire de ces souris (253). Finalement un traitement irradiant induit la liaison de
pl4ARF a p53 et Hdm2, liaison nécessaire a I’activation de p53 (254). Comme nous I’avons
déja évoqué, il est probable que les dommages de ’ADN au sein du nucléole induise la
libération de p14 ARF et I’activation de p53 (155).

c) L’arrét du cycle cellulaire est activé par les dommages de I’ADN et p53

L’activation de p53 par les dommages de I’ADN peut induire en théorie un arrét du
cycle cellulaire dans toutes les phases du cycle. Cependant, ’activation du point de contrdle
de la phase G1 par p21 est essentielle a 1’activité de p53. Ceci a été confirmé par deux
modeles murins démontrant que p21 supprime I’aneuploidie. Il existe une forme mutée de
p53, p53 R172P, qui ne peut induire I’apoptose mais qui est encore capable d’activer p21 et
I’arrét du cycle cellulaire (255). Des souris transgéniques porteuses de cette forme mutée
développent spontanément des tumeurs, mais moins rapidement que des souris ou le gene de
p53 est absent. De plus les tumeurs développées chez les souris p53 R172P sont diploides
tandis que les tumeurs développées par les souris ou le géne de p53 est inactivé sont
hautement aneuploides. Dans un autre modéle murin, I’absence de p21 augmente 1’apparition
de tumeur chez des souris ou le géne ATM a été éliminé par recombinaison homologue. Ces
tumeurs ont la particularité de présenter une instabilité chromosomique importante, instabilité
exacerbée en absence de p21 (256).

La cible essentielle de p21 au cours du point de controle de la phase GI est le
complexe cycline E-cdk2. L importance de 1’inhibition de cdk2 par p21 a été confirmée par la
génération de cellules colorectales humaines déficientes pour p21. Ces cellules malgré la
présence d’une protéine p53 fonctionnelle ne peuvent activer le point de contrdle de la phase
Gl et répliquent leur ADN aprés un traitement génotoxique (257). Au sein des cellules
colorectales p217, le point de contrdle de la phase G2 est fonctionnel et bloque 1’entrée en
mitose. Cependant, a la différence des cellules sauvages, les complexes cycline E cdk2 sont
réactivés dans ces cellules p217 et induisent alors une nouvelle réplication de ’ADN et la

tétraploidie (258).
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d)_p53 induit des génes inhibiteurs des phases G1 et G2

Comme nous I’avons évoqué dans la partie I, p53 induit de nombreux autres génes
inhibiteurs des phases G1 et G2. Les protéines BTG2 et cdc4f vont par exemple inhiber de
facon directe ou indirecte ’activation du complexe cycline E-cdk2. L’activation de Gadd45A
et de 14.3.3c induit I’inhibition des complexes cycline B-cdkl1 respectivement en dissociant
le complexe (259) et en séquestrant la cycline B dans le cytoplasme. Gadd45 induit également
la séquestration de cdkl au sein de petits compartiments nucléaires associés a la maturation
des ARN (260) et inhibe I’activité de la kinase Aurora-A, enzyme nécessaire a I’activation du
complexe cyclineB-cdk1, notamment au niveau du centrosome (261). Finalement, p53 et p21
induisent une répression de la transcription des geénes nécessaires au déroulement de la
mitose.

e)_Le role de p53 dans la réponse aux inhibiteurs de topoisomérase

L’arrét du cycle cellulaire induit par les dommages de I’ADN repose au moins en
partie sur 1’activation de p53 et de p21, ce qui implique que les mutations de p53 devraient
avoir un impact important sur la réponse aux traitements de chimiothérapie. Cependant si
I’absence de p53 ou p21 sensibilise les cellules a ces traitements n’est pas clair. Un traitement
avec le sn38, le métabolite actif de I’irinotecan induit le point de contréle de la phase S. Ce
point de contrdle dépend de I’inhibition des cdc25 et est indépendant de la présence de p53 et
de p21 (262). L’activation de p53 et de p21 induit ensuite les points de contrdle de la phase
G2 et G1 et I’apparition du phénotype assimilable a la sénéscence (263). En absence de ces
protéines, les cellules ne deviennent pas senéscentes mais meurent par apoptose, en
particulier lors de la mitose. Les mémes phénomenes ont €té observés avec les inhibiteurs de
topoisomérase Il (264;265). Ainsi, malgré ces réponses trés différentes, 1’efficacité de ces
traitements semble donc étre indépendante de la présence de p53 et du type de réponse
associée (263).

L’analyse des mutations et de I’expression de p53 chez les patients confirme ceci. Si la
présence de mutation de p53 est un facteur global de mauvais pronostic dans certaines
tumeurs, par exemple celles du sein ou du poumon (NSCLC), ceci ne dépend pas de la
réponse cellulaire au traitement de chimiothérapie mais tient plus du phénotype invasif de ces
tumeurs (266). L’inhibition du profil métastatique via 1’activation des Maspin par p53 est sans

doute essentiel ici. Nous reviendrons sur ces divers mécanismes dans le sous-chapitre suivant.
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C) Catastrophe mitotique, apoptose, sénescence et nécrose

1. Les chimiothérapies n’induisent pas d’apoptose au sein des tumeurs solides.

L’utilisation des chimiothérapies est basée sur des expériences montrant que
I’apparition de dommages de I’ADN dans une cellule active la protéine pS3 qui elle méme
induit ’apoptose et la mort de la cellule. Cette apoptose survient alors rapidement lors du
traitement (4 & 6h). Ces mécanismes sont essentiels lors du traitement de plusieurs tumeurs
d’origine hématologique. Cependant, le traitement de la plupart des tumeurs solides n’induit
pas I’apoptose. Lorsque ces tumeurs répondent de fagon favorable aux traitements de
chimiothérapie, des phénomenes de mitoses anormales, de nécroses et d’arréts définitifs du
cycle cellulaire sont le plus souvent observés. La raison de ceci n’est pas clair et deux
hypotheses sont aujourd’hui privilégiées. La premicre est que les cellules hématologiques sont
des cellules a renouvellement rapide contrairement a la plupart des cellules épithéliales. Ainsi
la mort des cellules hématologiques par apoptose n’est pas en soit un probléme car elles sont
rapidement remplacées. Les mécanismes conduisant a 1’apoptose sont donc peut-étre
beaucoup plus sensibles dans ces cellules que dans les cellules épithéliales (267). L’autre
hypothese repose sur la progression de ces tumeurs. La caractéristique commune a toutes les
tumeurs épithéliales est le fait qu’au cours de la tumorigenése, le microenvironnement de ces
cellules est completement perturbé. Ces cellules doivent survivre a un stress oxydatif
constant, a I’hypoxie, a I’absence de facteur de croissance et de survie et finalement a la perte
d’adhérence. Ainsi il est vraisemblable que les différents mécanismes nécessaires a la mise en
place de I’apoptose soient altérés par cette histoire tumorale, histoire que 1’on ne retrouve pas
chez les cellules hématologiques (268)

La conception de la réponse cellulaire des cellules épithéliales aux traitements de
chimiothérapie a ainsi considérablement évolué et deux parameétres sont essentiels. Le premier
est que dans la majorité des cas, ces cellules incapables d’induire I’apoptose de fagon rapide
sont capables d’entrer en mitose malgré la présence de perturbations importantes dans leur
génome. Ensuite, la présence de chromosomes altérés en particulier les chromosomes
dicentriques ou acentriques au cours de la mitose serait 1’événement précurseur de la mort
cellulaire. Ce type de mort cellulaire est classiquement appelé catastrophe mitotique et aboutit
a ’apoptose, a un arrét définitif du cycle cellulaire (sénéscence) ou a une nécrose (269). Au
niveau cellulaire cette mort est caractérisée par la présence de micronoyaux dans les cellules,
ou par ’analyse directe d’une répartition chromosomique anormale au cours de la mitose

(270). La présence de ponts chromosomiques entre les deux poles cellulaire sont ainsi
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particuliérement recherchés. Les micronoyaux correspondent a des fragments chromatiniens
ou des chromosomes entiers qui n’ont pu étre ségrégés de manicre correcte au cours de la
mitose. Les ponts chromosomiques favorisent quant a eux la formation de cellules binucléées
car ils empéchent la cytodiérese lors de la télophase. La mort cellulaire serait tardive car la
cellule doit entrer en mitose ou la mise en place de la mort cellulaire est lente, en particulier
lorsque la catastrophe mitotique induit la sénescence ou la nécrose .

Ces mécanismes ont deux implications importantes dans le cadre de I’étude des
réponses aux traitements de chimiothérapie. Le traitement des tumeurs par les inhibiteurs de
topoisomérase I ou II n’induit pas 1’apoptose au cours des premicres heures. Les cellules ne
meurent qu’apres plusieurs jours de traitement de fagon graduelle. Les différents tests de
survie par exclusion de marqueur vital ou par mesure de I’activit¢ métabolique sont ainsi mal
adaptés a I’¢tude de ces réponses. De méme, les mesures de la réponse apoptotique sont mal
adaptées puisque les tests effectués apres 24 ou 48h de traitements ne sont pas prédictifs de la
réponse aux traitements (269). L’analyse de cette réponse nécessite une mesure a plus long
terme et le seul test valide ici est le test de clonogénicité. Ce test effectué¢ sur une période de
plus de 10 jours permet de mesurer la capacité proliférative des cellules traitées et tient
compte de deux parametres : la lenteur a laquelle la réponse se met en place et 1’activation
d’un programme définitif d’arrét du cycle cellulaire assimilable a la sénescence réplicative
dans un nombre non négligeable de cellules. Ainsi, des cellules qui semblent étre insensible a
une chimiothérapie, peuvent en fait se révéler y €tre sensible quand un test de clonogénicité
est effectué¢. Le mécanisme de sénescence a été confirmé au sein de tumeurs du sein et du
poumon issues de patients traités par des inhibiteurs de topoisomérase II ou des sels de platine
(271;272). A partir des données obtenues chez la souris, on peut supposer que la sénescence
est également induite chez les patients atteints de tumeurs colorectales lors d’un traitement par
les inhibiteurs de topoisomérase I (263).

La seconde implication du mode de réponse des tumeurs solides est le choix de la dose
de chimiothérapie a utiliser in vitro. In vitro, I’apoptose peut étre induite dans des cellules
issues de tumeurs solides par les chimiothérapies. Cependant les doses utilisées sont plus de
cent fois supérieures aux doses nécessaires pour tuer plus de 99% des cellules lors d’un test de
clonogénicité¢ (273;274). Ainsi, ’apoptose n’est sans doute pas représentative de ce qui se

passe en thérapie chez les patients.
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2. Activation, régulation et implication de la catastrophe mitotique
A partir des données présentées ci-desus, on voit qu’il est important de déterminer s’il
est possible de moduler la catastrophe mitotique afin d’augmenter 1’efficacité des traitements
de chimiothérapie. La catastrophe mitotique peut ainsi induire 1’apoptose, la sénescence ou la
nécrose qui vont bien str impliquer chacun des mécanismes différents.

a) Le rdle de p53

La présence d’une protéine p53 fonctionnelle est déterminante pour le type de réponse
cellulaire observée lors d’un traitement de chimiothérapie. En présence de p53, I’activation du
point de contrdle de la phase G2 via I’inhibition des cdc25 et I’activation de p21 s’opposent a
la catastrophe mitotique. De plus, durant ce point de contrdle, les génes qui régulent la mitose
et notamment ceux qui activent le point de contrdle du fuseau mitotique sont réprimés par les
protéines p53 p21. A l’inverse, les cellules ou p53 n’est pas actif ne peuvent maintenir de
fagon prolongée le point de contrdle de la phase G2 et les génes de la mitose sont

correctement exprimeés (figure 23) (270).

N

Catastrophe Point de contrdle Inhibition du point de controle
mitotique précoce de la phase G2 du fuseau mitotique
o ) : i N Catastrophe Amplification des
Activation des kinases o || Point de contrdle du mitotique tardive dommages de I’ADN
proapoptotiques BUBR1 MPS1 fuseau mitotique
h 4
o . v Point de controle L
Inhibition des protéines < Adaptation de la phase G1 » Activation de p21 Rb

antiapoptotiques Survivine

Cellule p53 Cellule p53 ™"

Figure 23 : La catastrophe mitotique induit par les inhibiteurs de topoisomérases (270;275).

Au sein des cellules colorectales qui expriment p53, les inhibiteurs de topoisomérase induisent une catastrophe
mitotique tardive et la sénescence. Au contraire, dans les cellules déficientes en p53, les inhibiteurs de
topoisomérase induisent une catastrophe mitotique rapide et la mort de ces cellules par apoptose.
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b)_La catastrophe mitotique des cellules exprimant p53

La catastrophe mitotique est observée dans ces cellules de facon tardive. La réparation
des dommages de I’ADN et le rétrocontrdle de p53 via I’activation d’Hdm2 peuvent permettre
d’atténuer progressivement 1’activation de p21 et des autres génes nécessaires a I’inhibition
des complexes cycline A-cdk2 et cycline B-cdkl permettant progressivement de lever
I’activation du point de contrdle (270). La présence résiduelle de p21 pourrait méme étre alors
activatrice de la mitose car une étude montre que p21 favorise la formation et I’activité du
complexe cycline B-cdkl lorsqu’il est phosphorylé par cdk2 (49).

Lors de I’atténuation du point de contrdle, les complexes cyclines cdk sont réexprimés
de manicre précoce par rapport aux genes qui controlent la mitose (270;275). Ces deux
mécanismes vont favoriser le développement de mitoses anormales ou les chromosomes ne
vont pouvoir étre condensés et attachés aux microtubules correctement. L’inhibition des
protéines nécessaires au point de contréle du fuseau mitotique permet alors a ces cellules de
traverser la mitose rapidement, ce qui produit des cellules tétraploides binucléées et
micronucléées.

La catastrophe mitotique amplifie les aberrations chromosomiques produites au cours
de I'interphase précédente. Par exemple, les chromatides sceurs sont retenues entre elles au
niveau des jonctions Holiday ou des régions non décaténées par les topoisomérases II. Cette
liaison qui s’oppose a leur séparation peut céder entrainant la cassure du chromosome sous
I’action du fuseau mitotique (276). Les cassures doubles brins de ’ADN générées au cours de
la catastrophe mitotique activent alors la voie de signalisation ATM-chk2-p53-p21, bloquent
le cycle cellulaire et induisent un arrét définitif du cycle cellulaire assimilable a de la
sénescence. Le role de pl6 n’a pas ¢été clairement définis ici car la plupart des cellules
tumorales dans lequel le géne de p53 est fonctionnel présentent une inactivation de p16.

c¢)_La catastrophe mitotique des cellules n’exprimant pas p53

Les cellules qui ne possédent pas p53 entrent rapidement en mitose malgré la présence
de dommages de I’ADN. A la différence des cellules qui inactivent le point de contréle du
fuseau mitotique via ’activation de p53, ces cellules p53 déficientes ont un point de controle
du fuseau mitotique fonctionnel (275). Les dommages de I’ADN induits par les inhibiteurs de
topoisomérase entrainent la formation de chromosomes anormaux qui ne peuvent s’attacher
correctement au fuseau mitotique, ce qui active le point de controle du fuseau mitotique
présenté dans la premicre partie de 1’introduction. L’activation de ce point de contrdle par les
inhibiteurs de topoisomérase est importante car elle empéche les cellules de progresser en

phase G1 et induit leur apoptose (277).
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L’apoptose est induite par la mitose lorsque le point de controle du fuseau mitotique
est activé puis adapté par la cellule (278). L adaptation correspond a une sortie de la mitose
et a ’entrée des cellules en phase G1 malgré la présence de chromosomes non ou mal
attachés au microtubule (279). La dégradation progressive de la cycline B par le protéasome,
malgré ’activation du point de controle du fuseau mitotique, est sans doute responsable de
cette adaptation (280).

Le role distinct de D’activation puis de l’adaptation du point de contrdle laisse
supposer une activation de I’apoptose en deux étapes. Au cours de I’activation du point de
contrdle des protéines proapoptotiques sont activées. Les protéines kinases BubR1 sont ainsi
proapoptotiques (281). Il est possible bien que non testé pour I’instant que les kinases Mpsl
soient aussi proapoptotiques. Parallelement, 1’activité de ces protéines doit é&tre
contrebalancée par des protéines antiapoptotiques. La phosphorylation de Bcl-2 et de la
survivine par cdkl au cours de la mitose augmente leur activité et donc ces protéines sont
peut-étre les protéines qui empéchent I’activation de 1’apoptose par le point de contrdle du
fuseau (282). Lors de I’adaptation, 1’activité de cdk1 décline tandis que les protéines kinases

du point de contrdle sont toujours actives ce qui pourrait alors induire I’apoptose.

Les deux types différents de catastrophe mitotique induits par des inhibiteurs de
topoisomérase sont importants, mais ils ne déterminent pas de fagon absolue I’efficacité¢ du
traitement de chimiothérapie par les inhibiteurs de topoisomérase. Ainsi, des résultats obtenus
a partir de xénogreffes de cellules colorectales chez des souris nudes montrent que diverses
lignées, certaines déficientes pour p53 (HT29, HCT 116 p53-/-) et d’autres non (LS180,

HCT116) sont sensibles a I’irinotecan de fagon similaire (263).

3. Devenir des cellules qui n’entrent ni en apoptose ni en sénescence lors de la

catastrophe mitotique

Il est raisonnable de penser que les deux mécanismes présentés ci dessus ne sont pas
completement fonctionnels au sein des diverses tumeurs présentes chez le patient. Par
exemple les adénocarcinomes colorectaux posseédent la plupart du temps un point de contrdle
du fuseau mitotique altéré (281). La surexpression de la survivine, qui inhibe 1’apoptose et
perturbe ce point de controle est ainsi associée a un mauvais pronostique de fagon
systématique, quelque soit le type de tumeur analysé (266). Au sein des tumeurs ou p53 est
fonctionnel, des mutations de Rb ou [D’inactivation de p21 empéchent I’activation du

programme de sénescence (265). Ainsi la catastrophe mitotique peut ne pas conduire a ces
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deux phénotypes. Le devenir de ces cellules semble alors régulé de maniére stochastique. Au
hasard de la division et de la répartition du matériel chromosomique, les cellules meurent
progressivement (269). On a longtemps criit que ce mécanisme était irréversible et conduisait
a la mort de toutes les cellules ayant subi une catastrophe mitotique, cependant des études de
vidéomicroscopie qui ont pu suivre ces cellules sur plusieurs générations ont montré que une
faible proportion d’entre elles sont capables de restituer une colonie (283-285). De plus, ces
cellules quittent parfois le cycle cellulaire normal et réalisent des endocycles (cycle sans
mitose) aboutissant a la formation de cellules polyploides. Une étude a montré que ces
cellules pouvaient alors subir une réduction somatique de leur nombre de chromosome de
facon similaire a une méiose et générer de multiples cellules capables de reformer une colonie
(284). Les mécanismes moléculaires intervenant ici ne sont pas connus mais plusieurs

protéines méiotiques tel que Mos sont surexprimées dans ces cellules.

4. La catastrophe mitotique comme cible thérapeutique.

Le premier mécanisme de résistante est ainsi la capacité a réparer les dommages de
I’ADN en amont de la catastrophe mitotique (266). L’activation du point de controle du
fuseau mitotique ou I’activation du point de controle de la phase G1 dépendent de la quantité
de dommages de ’ADN présents au cours de la catastrophe mitotique. Ainsi, les cellules
capables de limiter ces dommages via 1’¢limination de la drogue ou via une réparation de
I’ADN accrue seront beaucoup plus difficiles a traiter. En absence d’apoptose et de
sénescence, la quantit¢ des dommages présents apres la catastrophe mitotique va également
déterminer I'importance de la mort cellulaire observée par nécrose. Plus le nombre de
chromosomes altérés sera grand, plus la probabilité qu’une cellule puisse survivre aux sera
faible. De fagon générale, la présence ou I’absence de tel ou tel systéme de réparation pourrait
étre un bien meilleur facteur pronostique de la réponse tumorale au traitement de
chimiothérapie que la détection des protéines impliquées dans 1’apoptose ou le controle du
cycle cellulaire (286). L’activation de systéme de réparation spécifique permet ainsi aux
cellules de résister aux inhibiteurs de topoisomérase I et II tandis que I’inhibition
pharmacologique de ces systémes permet de sensibiliser ces cellules (287;288).

Une autre stratégie permettant d’augmenter la mort cellulaire via la catastrophe
mitotique consiste a accélérer I’entrée en mitose des cellules traitées afin qu’elles ne puissent
avoir le temps de réparer leur ADN (289). Les réparations de ’ADN apres la catastrophe
mitotique sont beaucoup plus compliquées a réaliser (absence de chromatides sceurs,

chromosomes iso0lés), et cette stratégie permet donc d’éliminer les cellules tumorales capables
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intrinséquement de réparer leur ADN. Cette stratégie est possible car le point de contrdle de la
phase G2 au sein des cellules normales repose sur les deux systémes cdc25 et p53 tandis que
le point de contrdle est altéré sur I’'un de ces systeémes dans la plupart des cellules tumorales.
Ainsi, I’élimination du seul systéme présent au sein des cellules tumorales permet de cibler
spécifiquement ces cellules vers la catastrophe mitotique. Des inhibiteurs des protéines
kinases chkl1 et cdc25 sont ainsi en cours de développement et plusieurs études de phase I ont
été réalisées avec ’UCN-01, un inhibiteur de chkl. Une étude présente par exemple les
résultats obtenus lors d’un traitement par le topotecan, un inhibiteur de topoisomérase I et
I’UCN 01 un inhibiteur de chkl. Le cancer traité est un cancer des ovaires incurable par les
sels de platines. Le traitement est bien supporté et augmente la médiane de survie de ces
patientes par rapport a un traitement au topotecan seul (290). Une étude de phase II est en
cours actuellement.

La dernier moyen de moduler la réponse aux traitements de chimiothérapie en fonction
de la catastrophe mitotique est de moduler directement 1’activation des points de contréle du
fuseau mitotique et de la phase Gl par les dommages de I’ADN (269). L’intérét est de
supprimer les cellules de manicre active par apoptose ou par sénescence et non plus de
manicre stochastique par nécrose. En permettant I’activation efficace de I’apoptose ou de la
sénescence apres la catastrophe mitotique par un nombre limité de dommages a I’ADN, les
traitements de chimiothérapie pourraient induire la mort des cellules qui réparent de maniére
efficace leur ADN. Il est ainsi possible que les divers poisons du fuseau mitotique, beaucoup
plus efficaces pour induire le point de controle du fuseau mitotique que les dommages de
I’ADN, agissent de cette manic¢re en thérapie clinique lorsqu’ils sont associés avec divers

traitements de chimiothérapie qui endommagent I’ADN.
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Partie 3 : Les facteurs de transcription STAT3

72



Chapitre I : Présentation générale des facteurs STAT3

La compréhension des mécanismes liés a la tumorigenése a permis de mettre en
évidence de nombreuses protéines impliquées dans ces processus. Parmi ces protéines, on
trouve des facteurs de transcription qui vont par leur activité induirent la surexpression ou
I’inhibition de génes nécessaires aux différentes étapes de la tumorigenése. Ce travail porte
sur le réle du facteur de transcription STAT3 dans les mécanismes de résistance aux
traitements. Cette protéine joue un role essentiel dans la régulation des génes impliqués dans
la prolifération, la survie et la différenciation. Elle est activée de maniére constitutive dans la

plupart des tumeurs.

A) Structure et domaines fonctionnels des facteurs STAT3

Le géne codant pour la protéine STAT3 est localis¢ sur le chromosome 17,
chromosome portant deux autres membres de la famille STATS5a et STATSb (291). Comme
tous les facteurs de transcription, ces protéines possédent plusieurs domaines fonctionnels
cruciaux a leur fonctionnement.

Trois domaines sont importants. Le domaine de liaison a ’ADN est situé¢ entre les
acides aminés 320 et 480. Les arginines 414-417 permettent 1’interaction de STAT3 avec
I’ADN suite a la dimérisation du facteur de transcription (292). Le second domaine
fonctionnel important est le domaine SH2 qui forme une poche a la surface de la protéine
capable de lier les tyrosines phosphorylées. Ce domaine est impliqué dans la liaison aux
récepteurs membranaires, la dimérisation et par conséquent la translocation nucléaire de
STAT3 (293).

Le dernier domaine important de la protéine est le domaine C-terminal qui est
nécessaire a I’activité transcriptionnelle de STAT3. Ce domaine contient 3 résidus important.
La lysine 685, acétylée par les histones acétytransférases CBP/p300, stabilise le dimere et la
liaison & I’ADN de STAT3. La phosphorylation de la tyrosine 705 permet quant a elle la
formation du dimére de deux protéines STAT3 et leur activation. Finalement la
phosphorylation de la sérine 727 possede un double réle. La phosphorylation précoce de ce
résidu bloque ’association de STAT3 avec les récepteur membranaires et la phosphorylation
de la tyrosine 705 (294). A I’inverse, la phosphorylation de la sérine 727 au sein du noyau est
nécessaire a l’activité transcriptionnelle de STAT3 impliquant peut-étre le recrutement de

coactivateurs tel que ’histone acétyltransférase CBP (295).
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Il existe un variant d’épissage alternatif STAT3[ qui ne posséde pas ce dernier
domaine C-terminal. Ce variant est ainsi constitutivement dimérisé et nucléaire et est
considéré comme un dominant négatif de STAT3a. Cependant des inactivations spécifiques
de cet isoforme montrent que STAT3f n’est pas un vrai dominant négatif. Il peut induire
I’expression de geéne de la phase aigué de I’inflammation comme le fibrinogéne ou la SAP
(serum amyloid P) aprés injection de LPS (296) et coopérer avec c-jun sur différents génes tel

que I’a2-macroglobuline et I’a.1-chymotrypsine (297).

B) Activité transcriptionnelle des facteurs STAT3

Historiquement, STAT3 était un facteur cytoplasmique activé en réponse aux
cytokines, notamment celle de la famille de I’Interleukine 6 (IL-6). L’activation du récepteur
a I’IL-6 induit 1’activation des kinases JAKs. Ces kinases phosphorylent la protéine gp130,
chaine transductrice du signal transmis par le récepteur a I’IL-6, pour permettre le recrutement
de STAT3 au niveau du récepteur. STAT3 est alors phosphorylé a son tour par les kinases
JAK au niveau de la tyrosine 705, ce qui induit la dimérisation de STAT3 et sa translocation
dans le noyau. Cette forme dimérisée de STAT3 est nécessaire a la rétention du facteur de
transcription au sein du noyau et surtout a sa liaison a ’ADN(293).

Le mode d’activation décrit ci dessus est le modele classique. Cependant, des travaux
récent ont modifié quelque peu cette vision. Les facteurs de transcription STAT3 sont
capables de se dimériser en absence de phosphorylation, et ces facteurs peuvent activer la
transcription de certains génes, notamment des geénes différents de ceux activés par les formes
phosphorylées de STAT3 (298). Des formes monomériques de STAT3 peuvent également
étre importées au sein du noyau via une interaction avec I’importine 5. On ne connait pas la
fonction de ces monomeres, mais il est possible que I’ADN soit capable de favoriser
I’association de deux monomeéres entre eux au niveau des sites de liaison a STAT3, en
absence de phosphorylation de la tyrosine 705.

Deux derniers éveénements induisant des modifications post-traductionnelles sont
importants pour 1’activité de STAT3. STAT3 est phosphorylé sur la sérine 727 et acétylé sur
les lysines 49, 87 et 685. L’acétylation des lysines par CBP/p300 permettrait la stabilisation
du dimere sur ’ADN et augmenterait son activité transcriptionnelle (299;300). Lors d’une
stimulation a I’IL-6, la phosphorylation de la sérine 727 par la PKCd est tardive et impliquée

dans I’activation de la transcription (301). L’inhibition de cette phosphorylation empéche le
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recrutement des histones acétyltransférases CBP/p300 et diminue I’acétylation des geénes
activés par STAT3 (295).

L’activation des génes cibles de STAT3 fait intervenir différents cofacteurs (figure 24)
nécessaires aux étapes successives de ’activation transcriptionnelle qui consistent en la
transition d’une structure chromatinienne condensée vers une structure décondensée, le
chargement du complexe ARN polymérase de type II, et I’activation de cette ARN
polymérase, via des phosphorylations de son domaine C-terminal (CTD), en une ARN
polymérase capable d’initier la transcription et de la poursuivre sur I’ensemble du gene
(figure 24). La premiere étape fait intervenir le recrutement direct ou indirect par STAT3 de
coactivateurs tel que SRCIA, les protéines histones acétyltransférases CBP ou p300, et des
complexes de remodelage de la chromatine tel que les complexes BRG/BRM (302;303). Les
protéines SRCIA et BRG interagissent directement avec le domaine d’activation
transcriptionnelle de STAT3, tandis que CBP ou p300 nécessite le recrutement préalable du
coactivateur SRCI1A. L’acétylation de la chromatine par CBP/p300 permet un certain
relachement de I’ADN au sein du nucléosome, ¢lément préalable au remodelage de la
chromatine via une inhibition du nucléosome ou un glissement de ces nucléosome le long de
I’ADN. Le recrutement de Brg par STAT3 pourrait permettre ces activités (303). Enfin
STAT3 recrute la kinase cdk9 via son domaine C-terminal. La kinase cdk9 au sein du
complexe pTEFB phosphoryle le domaine CTD de I’ARN polymérase II ce qui permet la
phase d’¢élongation de la transcription (304).

Figure 24: L activité transcriptionnelle de STAT3

Le facteur de transcription STAT3 peut induire ou réprimer la transcription. L’activation de la transcription
nécessite le recrutement direct de plusieurs coactivateurs tel que BRG, CBP et cdk9. A I’inverse lorsque STAT3
induit une répression transcriptionnelle il recrute des corépresseurs tel que les HDAC ou DNMT].
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STATS3 est aussi impliqué dans 1’inhibition de la transcription (figure 24), car il permet
le recrutement de Tip60 et des histones déacétylases HDAC7 (305). De facon similaire,
STAT3 peut induire la fixation d’un complexe DNMT1-HDACI sur le promoteur de SHP-
1(306). Ce complexe induit une méthylation des ilots CpG du géne, ce qui empéche
I’activation du geéne par tout autre facteur de transcription. Enfin, des travaux présentés dans
ce manuscrit indiquent que STAT3 s’associe avec les protéines du cycle cellulaire Rb et p21
pour induire la répression de la transcription (307;308).

Finalement, STAT3 coopérent avec d’autres facteurs comme GR, oct-1, et c-jun pour
former un complexe sur le géne de I’a2macroglobuline. La conjugaison des quatre facteurs de
transcription permet 1’agencement spatial optimal de leur domaine de transactivation et le

recrutement efficace de la machinerie transcriptionnelle (309).

C) Role physiologique de STAT3 et génes cibles

L’inactivation de STAT3 chez la souris induit la mort de ’embryon avant la
gastrulation. STAT3 est exprimé a 7,5 jours post-coitum au sein de I’endoderme viscéral
extra-embryonnaire. La sécrétion du LIF, qui active STAT3, au cours du premier tiers de la
gestation induit la prolifération et l'invasion du tissu utérin maternel par des cellules de
I'embryon appelées trophoblastiques (310). Ces cellules sont alors a l'origine du placenta
permettant les échanges entre le tissu maternel et I'embryon.

L’inactivation conditionnelle de STAT3 a permis ensuite de mettre ses roles en
évidence chez I’adulte (figure 25). STAT3 est impliqué dans la prolifération cellulaire et
régule I’autorenouvellement des cellules souches hématopoiétiques (311), au niveau de la
moelle osseuse et de la rate, et les progéniteurs précoce des lignées érythroides, myéloide et
lymphoide surtout au niveau de la rate (312). En absence d’activation de STAT3, les 3
compartiments érythroides, myéloides et lymphoide présentent un nombre réduit de cellules
matures induisant une anémie et un déficit immunitaire important (313). STAT3 active aussi
la prolifération des cellules immunitaires au cours de I’inflammation. Finalement STAT3
régule ’homéostasie des épithéliums en participant notamment a la régénération hépatique et
a la cicatrisation (314;315). Plusieurs génes cibles sont impliqués dans ces processus, en
particulier les genes nécessaires a I’entrée de cellules quiescentes en phase G1. STAT3 active
par exemple les facteurs de transcription c-fos et c-myc (316;317), mais également des génes

activant la transition G1-S comme la cycline DI ou cdc25A (307;318). STAT3 induit
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¢galement 1’expression de la télomérase (319), ce qui empéche la perte des séquences
télomériques au cours de la division cellulaire.

L’autre fonction importante de STAT3 est sa capacité a induire la survie cellulaire. Ce
role est par exemple important au cours de I'inflammation (320) car STAT3 protége les
cellules épithéliales et immunitaires de 1’apoptose induite par les radicaux libres de 1’oxygeéne
produits. L’activation de STAT3 au sein des tissus 1ésés par des agents environnementaux
protege la-aussi  ces cellules de I’apoptose. STAT3 active trois types de genes
antiapoptotiques. Les geénes Bcl-XL et Mcll inhibent I’activation de Bax par les protéines a
domaine BH3 et bloque la perméabilisation mitochondriale (321;322). La kinase AKT induit
la séquestration de Bax par les protéines 14.3.3 (323). Finalement STAT3 active la
survivine, protéine de la famille des IAPs qui inhibent I’activation des caspases (324).

Enfin, STAT3 régule le microenvironnement cellulaire en favorisant par exemple la
migration cellulaire et 1’angiogénese au cours de la cicatrisation (325). STAT3 régule
¢galement la perméabilité vasculaire et le recrutement des cellules immunitaires au cours de
I’inflammation (320). Plusieurs geénes activés par STAT3 sont impliqués comme les
métalloprotéinases MMP3 et MMP9 qui permettent la dégradation de la matrice
extracellulaire. STAT3 active aussi le VEGF, le facteur de transcription Epasl central a

I’angiogénese et favorise ainsi le processus angiogénique.

STAT3
Angiogenese ¢——— I Survie

VEGF, EPASI

Migration cellulaire Prolifération
MMP3, MMP9 c-myc, c-fos, cycline D1, cdc254, téelomérase

AN S B

Homéostasie Réponse Autorenouvellement
des épithéliums immunitaire des cellules souches

Bel-XL, Mcll, AKT, survivine

Figure 25 :Le role physiologique de STAT3 et ses genes cibles

L’activit¢ de STAT3 permet la prolifération, la survie cellulaire, I’angiogenése et la migration cellulaire. Ces
différentes fonctions sont assurées par un nombre important de genes cibles dont 1’activité doit étre coordonnée
au mieux afin d’assurer des fonctions essentielles comme I’homéostasie des épithéliums, la réponse immunitaire
et I’autorenouvellement des cellules souches des lignées hématopoiétiques par exemple.
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Chapitre II : Implication de STAT3 dans la tumorigenése
A) Les oncogénes activent STAT3

Bien que le facteur de transcription soit potentiellement oncogénique, il n’a pas été
retrouvé de mutation de son géne dans les diverses tumeurs analysées. En revanche, la liste
des oncogenes capable d’activer le facteur de transcription STAT3 s’est incroyablement
allongé au cours de ces dernie¢res années. Parmi ces oncogeénes on trouve de trés nombreuses
protéines de fusion tel que Ber-Abl, Tel-JAK impliquées dans des leucémies, lymphomes et
my¢élomes (326;327). Ces protéines résultent de translocations chromosomiques. Ainsi des
souris transgéniques porteurs de la protéine NPM-ALK développent naturellement des
lymphomes. STAT3 est absolument nécessaire au développement de ces tumeurs et le
traitement des tumeurs établies par un leurre oligonucléotidique dirigé contre le domaine de
liaison a I’ADN de STATS3 induit leur régression (328).

En dehors du systéme hématopoiétique, STAT3 est activé dans différents carcinomes
de la face et du cou, du pancréas, de 1’cesophage, des poumons, du foie et du colon (329).
L’induction de cancer de la peau chez la souris par un traitement au DMBA a montré que
STAT3 est activé de maniére extrémement précoce lors de la formation de ces tumeurs (au
stade dysplasique) et permet la formation de tumeurs bénignes (papillome) précurseur de
carcinome beaucoup moins bénin (330). L’inactivation de STAT3 inhibe complétement la
formation des papillomes et STAT3 est également impliqué dans leur transformation en
carcinome. Finalement I’inhibition de STAT3 au sein des tumeurs établies induit leur
régression. Dans un autre modele murin, I’activation constitutive de STAT3 par un récepteur
gp130 muté induit le développement d’adénome gastrique dans 100% des souris étudiées
(331).

L’inflammation chronique des tissus participe également a I’activation de STAT3 via
I’activation des récepteurs a I’IL-6 et est une cause fréquente de la tumorigenese (332). Cette
inflammation peut-étre environnementale (fumée de cigarettes pour les poumons, alcool pour
le foie par exemple) ou dii a une dérégulation du systéme immunitaire : maladie de Crohn
pour le colon. Des souris présentant une inactivation de SOCS-1, un inhibiteur de STAT3
impliqué dans le rétrocontrdle de 1’inflammation, développent ainsi naturellement des tumeurs

coliques (333).
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Finalement STAT3 peut-étre activé de manicre constitutive par différents récepteurs
tyrosine kinase (RTK : receptor tyrosine kinase) ou de simple tyrosine kinase (NRTK : Non
receptor tyrosine kinase). Parmi ces récepteur, on trouve les récepteurs Met, le PDGFR et
I’EGFR par exemple (334). Des formes mutées de I’EGFR permettent la transformation de
fibroblastes et la formation de tumeurs chez les souris inoculées par ces cellules. L’inhibition
de STAT3 empéche totalement la transformation de ces fibroblastes. Parmi les NRTK, on
trouve les protéines JAKs, ainsi que plusieurs protéines kinase de la famille des kinases src tel
que c-src, Fyn ou Lyn (335).

Une forme constitutivement active de STAT3 appelé STAT3-C a permis de confirmer
I’importance de STAT3 au cours de la tumorigenése. Cette forme a été créée par les mutations
A661C et N663C de la séquence codante de STAT3. Les deux cystéines permettent de former
un dimére stable de STAT3, y compris en absence de phosphorylation de la tyrosine 705 de
STATS3, via la formation de ponts dissulfures entre les deux monomeres (336). Cette forme
n’est pas retrouvée in vivo mais permet d’étudier les conséquences de I’activation de STAT3
dans un cadre oncogénique. L’inoculation de souris nudes avec des fibroblastes ou des
cellules épithéliales transformées par STAT3-C induit la formation de tumeurs au sein de ces
souris. Le tableau ci-dessous récapitule le profil d’activation de STAT3 au sein de différents

types tumoraux et les oncogenes responsables de cette activation.

STAT3 actif de maniere constitutive dans la tumeur primaire

Tumeur solide Tumeur liquide

Cancer du sein Leucémie myéloide chronique

Cancer de la t"te et du cou Leucémie myéloide aigué

Cancer de la prostate Leucémie lymphoide chronique

M¢lanome Leucémie lymphoblastique aigué

Cancer des ovaires Erythroleucémie

Cancer du poumon Lymphome de Burkitt

Tumeur du cerveau Leucémie des grands lymphocytes granulaires
Cancer du pancréas Myélome

Carcinome rénal Lymphome de Hodgkins

Lymphome des grandes cellules anaplastiques
STAT3 impliqué dans le phénotype transformant

Lignées cellulaire ou tumeurs primaires Oncogene
Cancer du sein Src

Cancer de la téte et du cou Erk

Cancer de la prostate Ret
Meélanome Ick

Cancer de la thyroide

Myélome

Lymphome de Hodgkins

Leucémie des grands lymphocytes granulaires

Figure 26 : Implication de STAT3 dans différentes tumeurs (329)
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On peut noter que dans certaines tumeurs STAT3 est actif mais n’est pas absolument requis
pour le développement tumoral tandis que dans d’autre, STAT3 est absolument essentiel.
Nous allons nous attarder sur deux oncogenes utilis€és au cours des travaux présentés et

important pour la tumorigenése du tissu colique : v-src, et le complexe EGFR-c-src

1. Activation de STAT3 par I’oncogene v-src

L’oncogene v-src est un oncogeéne viral issu de la séquence nucléotidique du Rous
sarcoma virus et similaire a la protéine c-src. La différence se situe au niveau du domaine c-
terminal qui inhibe 1’activité kinase de la protéine en se repliant. La protéine v-src a perdu ce
domaine et est donc constitutivement active. La protéine v-src induit la transformation de
fibroblastes murins qui acquicrent la capacité de proliférer en milieu semi-liquide et induisent
des tumeurs chez la souris. L’inhibition de STAT3 par des mutants dominants négatifs
empéche la transformation de ces fibroblastes par v-src, indiquant que STAT3 est nécessaire a
I’activité transformante de 1’oncogéne v-src (55). En fait v-src induit la phosphorylation de
STAT3 sur la tyrosine 705, sa dimérisation et sa translocation dans le noyau. Différentes
études ont impliqué les JAKSs dans I’activation optimale de STAT3 par v-src (337). Cependant
des expériences in vitro dans des cellules d’insectes montre que 1’expression de v-src et de
STATS3 en absence de tout autre protéine kinase permet la phosphorylation et I’activation de
STAT3. L’oncogene v-src induit le recrutement de STAT3 sur plusieurs de ses génes cibles
notamment, c-myc, la cycline D1, Bcl-XL protéine impliqué dans la prolifération, la
protection contre 1’apoptose et le phénotype transformant (55;265;318). Les génes de p21 et
de la cycline D1 sont aussi induit dans des fibroblastes exprimant v-src et leur expression
dépend de STAT3 (338). La cycline DI est essentielle a la transformation puisque des
fibroblastes n’exprimant pas la cycline D1 ne peuvent étre transformé par 1’oncogene v-src.
De facon similaire c-myc est activé dans ces cellules et encore une fois I’activation de c-myc
dépend du recrutement de STAT3 sur le promoteur du géne (318). L’activation de c-myc par
STAT3 est également essentielle a 1’activité de I’oncogene v-src car 1’expression ectopique de
c-myc permet de compenser I’absence de STAT3 dans le processus de transformation induit
par v-src (339). De plus des fibroblastes n’exprimant pas c-myc ne peuvent étre transformés
par I’oncogéne v-src. Finalement la forme constitutivement active STAT3C induit des effets
trés similaires a ceux observés par v-src, confirmant le role de STAT3 dans le potentiel

transformant de v-src (336).
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2. Activation par le complexe EGFR/c-src

Le complexe EGFR-c-src est important dans plusieurs types de tumeurs en particulier
les tumeurs pulmonaires et les tumeurs colorectales. La relation entre c-src et ’EGFR au
cours de ’oncogenése a été mis en évidence par des études montrant que c-src potentialise
I’activité transformante de ’EGFR, en amplifiant la réplication, la croissance des cellules en
milieu semi-liquide et la formation de tumeur chez la souris induite par ’EGFR (53). La
protéine c-src, de fagon similaire a I’oncogene v-src, est capable de phosphoryler STAT3 sur
la tyrosine 705 et de I’activer. Au sein des tumeurs, bien que c-src soit une protéine rarement
mutée son expression et son activité augmentent, en particulier au sein des tumeurs coliques,
ce qui participe a la tumorigenése (51). Comme nous [’avons vu, c-src n’est pas
constitutivement actif car il possede un domaine répresseur de son activité catalytique. La
tyrosine 531 phosphorylée par Csk induit le repliement du domaine répresseur sur le domaine
kinase et I’inhibe (340). Il est donc probable que I’activité de CSK soit inhibée au cours du
développement tumoral.

L’EGFRI1 fait partie d’une famille de quatre récepteurs de EGFR1 a EGFR4 capables
de se dimériser entre eux (341), les diméres EGFR1 et EGFR1/EGFR2 étant les plus souvent
rencontrés au sein du tissu colorectal ou pulmonaire. Dans ces tumeurs, ’EGFR est
constitutivement activé par la surproduction de ses ligands, notamment I’EGF mais plus
souvent le TGFa et I’amphiregulin (342). Au sein du tissu pulmonaire, il existe des mutations
du domaine kinase de I’EGFR1 qui conférent une activité constitutive a la protéine (343) mais
qui n’ont pas été retrouvées pour I’instant au sein du tissu colique. L’EGFR induit I’activation
de STAT3 qui est cependant complexe et n’est pas un phénomene général. Cette activation
induit des geénes de survie et de prolifération et dépend entre autre du type cellulaire utilisé et
des conditions de stimulation de I’EGFR (344). Une ¢étude par exemple a démontré que des
kératinocytes normaux ou simplement immortalisés n’activaient pas STAT3 lors d’une
stimulation de I’EGFR alors que les mémes cellules transformées le faisaient (53).

L’activation de STAT3 par I’EGF dans des fibroblastes exprimant ’EGFR1 dépend de
la présence de c-src (345), et ’inhibition de c-src par un inhibiteur pharmacologique empéche
I’activation de STAT3 par ces récepteurs (346). De fagon analogue, I’activation de STAT3
par c-src dépend de I’activation de récepteur membranaire tyrosine kinase comme I’EGFR.
L’activation des récepteurs membranaires tyrosine kinase induit le recrutement de c-src au
niveau du récepteur, I’inhibition de la protéine Csk par la phosphatase SHP2 et Ia
phosphorylation de la tyrosine 418 qui potentialise ’activité¢ kinase de c-src (345). Le

recrutement et 1’activation de c-src par ’EGFR induisent la phosphorylation de la tyrosine
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845 de ’EGFR par c-src et permettent le recrutement de STAT3 qui est alors phosphorylé par
les activités kinases des deux protéines.

Au sein des tumeurs, le complexe EGFR c-src est fréquemment surexprimé. Par
exemple c-src est surexprimé avec au moins I’un des membres de I’EGFR dans plus de 70%
des tumeurs du sein (347). Plusieurs mécanismes amplifient ’activation de STAT3 par le
complexe EGFR c-src. L’activation de I’EGFR par ses ligands ou par des mutations de son
domaine tyrosine kinase induit I’activation constitutive de STAT3 (343). STAT3 est ainsi
activé dans des fibroblastes transformés par les formes mutées de ’EGFR et STAT3 est
absolument nécessaire a cette transformation (348). Une mutation de la protéine c-src qui
induit un codon stop au niveau de la tyrosine 530 rend la protéine c-src constitutivement
active, favorise 1’activation de STAT3 par '’EGFR et le développement d’adénocarcinome
colique (105). Finalement la disparition des protéines Csk, inhibitrices des kinases src, est
observée dans les tumeurs coliques et serait corrélée a I’activation de la protéine c-src. De
facon identique, dans un modéle d’induction de tumeur colique chez le rat, I’un des premiers
événements moléculaires observés est la perte d’expression des protéine Csk qui est corrélée a

I’activation de c-src (111;349).

B) Effets de STAT3 en tant qu’oncogéne

Le développement d’une tumeur repose sur 4 points : la capacité de proliférer en
absence de signaux de prolifération et en présence de signaux inhibiteurs de la prolifération,
I’échappement a 1’apoptose et a la sénescence induites aussi bien par le stress oncogénique,
génomique ou réplicatif, et finalement la capacité¢ de proliférer dans un milieu différent du
microenvironnement normal.

Des ¢tudes utilisant notamment des puces a ADN ont confirmé I’activation de
différents génes nécessaires a la progression tumorale par STAT3 (350). On peut par exemple
citer I’expression de récepteur aux facteurs de croissance tel que le HGF récepteur et c-met
qui vont, comme c-myc ou la cycline D1, faciliter la prolifération cellulaire et la déconnecter
des signaux de prolifération.

STAT3 active aussi les protéines survivine et Mcl-1 qui vont avec Bcl-XL permettre a
la cellule d’échapper a I’apoptose. Ces protéines permettent d’inhiber la pérméabilisation
mitochondriale et ’activation des caspases. Une étude récente indique également que STAT3
active I’expression de la protéine AKT (323). AKT permet la survie de la cellule en la

déconnectant de signaux essentiels tel que la présence de facteurs de croissance, et
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I’attachement a une matrice. De fagon similaire, I’activation de la sous unité catalytique de la
télomérase par STAT3 permet a la cellule d’échapper a la sénescence réplicative (319).

En plus d’inhiber I’apoptose, la survivine participe de maniére active a la stabilité du
génome en régulant la mitose. La surexpression de la survivine perturbe le processus
mitotique et induit I’instabilité génomique. Comme nous 1’avons dit, I’instabilité génomique
est I’un des moteurs de la tumorigenése et donc I’activation de la survivine par STAT3
pourrait participer de maniere active aux effets oncogéniques de STATS3.

Finalement STAT3 active plusieurs métalloprotéases dont MMP3 et MMP9 qui
permettent la dégradation de la matrice extracellulaire (351). STAT3 active également le
VEGTF, facteur de croissance des cellules endothéliales et la superoxyde dismutase (MnSOD)
enzyme participant a la détoxication des radicaux libres de 'oxygeéne (352;353). Ces
différentes protéines permettent aux cellules de migrer a travers la matrice extracellulaire et
de supporter I’hypoxie ou le stress oxydatif induits au cours de la tumorigenése.

Nous pouvons pour conclure, citer une étude intéressante utilisant des puces a ADN
qui montre que la signature des génes activés par STAT3-C lorsqu’il induit la transformation
correspond a celle des geénes activés au sein de tumeurs de patient positives pour les formes
actives de STAT3 (354). Ainsi il est probable que les mécanismes observés lors de la
tumorigenese induite par STAT3C soient semblables a ceux mis en place lors de 1’activation

constitutive de STAT3 au sein des tumeurs humaines (355).

C) Addiction des tumeurs a ’oncogéne STAT3

Les cellules cancéreuses humaines sont sensibles a la perte d’un ou plusieurs
oncogeénes acquis au cours de la tumorigenése selon un mécanisme appelé I’addiction des
tumeurs aux oncogenes. La synthése d’une série d’inhibiteurs de STAT3 a permis d’étudier
I’importance de ce mécanisme dans le cas de STAT3. Parmi ces inhibiteurs on peut citer les
ARN interférents dirigés contre STAT3, des leurres oligonucléotidiques qui inhibent la liaison
de STAT3 sur ses promoteurs cibles et des petites molécules synthétiques (peptides ou autres)
capables d’inhiber la liaison a ’ADN de STAT3 en se fixant dans le domaine de liaison a
I’ADN (356). L’inhibition de STAT3 au niveau cellulaire mais également chez la souris
induit la réversion du phénotype transformant (357) et plus souvent 1’apoptose de ces cellules
(324). Ceci signifie que méme apres 'induction de la transformation, STAT3 est encore

nécessaire au maintient du phénotype transformé (figure 27).
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cellules qui survivent aux stress

Figure 27 : Addiction des tumeurs aux oncogenes STAT3

Au cours de la progression tumorale, les cellules deviennent progressivement insensibles a 1’apoptose
car elles doivent supporter les stress associés a I’oncogenése. L’oncogéne STAT3 est 1’un des facteurs qui peut
permettre aux cellules de supporter ces stress en les limitant et surtout en inhibant 1’apoptose. Les cellules
tumorales ou STAT3 est actif sont ainsi particuliérement sensibles aux inhibiteurs de STAT3.

Dans les tumeurs, I’activation de STAT3 est souvent corrélée a celle de Bel-XL et de
la survivine. L’inhibition de 1’apoptose est donc sans doute importante dans 1’addiction aux
oncogenes STAT3. La survivine est particulierement intéressante car elle inhibe I’apoptose a
un stade tardif, apres I’activation de la perméabilité mitochondriale. De plus la survivine joue
un role important au cours de la mitose et sa surexpression pourrait permettre a la cellule de
supporter D’instabilité génomique 1ié a 1’oncogenese (358). De fagon résumée, les stress
accumulés au cours de la progression tumorale sélectionnent les cellules capables de les
supporter et STAT3 pourrait étre 'un des facteurs de résistance a ces stress. D une part les
différents génes activés par STAT3 peuvent limiter ces stress et d’autre part STAT3 empéche
’activation de 1’apoptose induit par ces stress. Cette addiction a ’oncogene STAT3 fait de ce
facteur de transcription une cible thérapeutique de choix. Au sein du tissu sain non soumis a
ces stress les voies apoptotiques sont peu activées et la protection antiapoptotique de STAT3
n’est pas nécessaire. En revanche, au niveau de la tumeur STAT3 est absolument essentiel et

son inhibition entraine la mort de la cellule sans pour autant toucher la cellule saine.
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D) Impact de STAT3 sur I’environnement tumoral

STATS3 perturbe I’environnement tumoral de trois fagons. Il favorise la dégradation de
la matrice extracellulaire, il inhibe la communication entre les cellules épithéliales et le
stroma et il favorise I’angiogénese.

Dans un systéme d’induction de tumeur mammaire chez la souris, STAT3 perturbe
I’attachement des cellules épithéliales mammaires a la lame basale, facilitant la destruction de
cette lame basale, I’infiltration de ces cellules au niveau du stroma et la formation de
métastases lymphatiques (359). L’inhibition de STAT3 permet de reformer les jonctions
serrées présentes normalement entre ces cellules épithéliales et les jonctions d’adhérence avec
la lame basale. De fagon similaire, STAT3 confére un profil invasif a des cellules issues de
choriocarcinome bloquant TIMP1, un inhibiteur général des métalloprotéines (360). Comme
nous 1’avons déja dit, STAT3 induit également I’activation de nombreuses métalloprotéinases
qui vont permettre la dégradation de la matrice extracellulaire. L’activition de ces
métalloprotéases est nécessaire a 1’activité transformante de STAT3C et I’analyse des tumeurs
de patients atteint de cancer du sein montre une corrélation entre I’activation de STAT3 et la
présence de MMP9. L’¢étude de cellules épithéliales pulmonaire (361) a aussi montré que
STAT3 induisait 1’activation des protéines de la famille des serpines tel que I’Urokinase-type
plasminogen activator (uPA) et son récepteur uPAR. La liaison de uPA sur uPAR a la surface
cellulaire permet de diriger 1’activité protéolytique de la cellule (362) induite par les
métalloprotéinases en induisant le clivage des différentes métalloprotéinases présentes a la
surface de la cellule qui vont alors pouvoir dégrader la lame basale puis la matrice
extracellulaire. On voit d’apres ces différentes études que STAT3 met en place tous les
systémes nécessaires a l’activation des métalloprotéinases, ce qui confére un phénotype
invasif aux tumeurs exprimant STAT3.

L’activation constitutive de STAT3 perturbe aussi la communication entre les cellules
¢épithéliales et les fibroblastes du stroma. La prolifération des cellules épithéliales est soumise
a un fort contrdle de le part du stroma. En condition normale, les fibroblastes sécrétent des
quantités importantes de TGFB qui vont inhiber la prolifération des cellules épithéliales
adjacentes. STAT3 va permettre de désensibiliser les cellules épithéliales a ce signal via
I’activation de Smad7, un facteur de transcription inhibiteur de la voie de signalisation du
TGFp. Dans des cellules colorectales et en condition normale, le TGFf inhibe la prolifération

des cellules épithéliales. Lors de progression tumorale, les lymphocytes infiltrés répondent au
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TGFB par une production d’IL6, qui va alors activer STAT3 au niveau des cellules
épithéliales et inhiber la réponse normale de ces cellules au TGFp (363).

Finalement, STAT3 participe a ’angiogénese et a la néovascularisation de la tumeur.
Lors de la progression tumorale, le développement de la masse tumorale nécessite 1’apparition
de nouveaux vaisseaux capables d’infiltrer la tumeur et de répondre a ses besoins en oxygeéne
et nutriment. Ce processus engage la prolifération et la migration de cellules endothéliales ou
la transdifférenciation de cellules tumorales en pseudo cellules endothéliales (361). STAT3
active le VEGF et ’ANGPTL4, facteur de croissance des cellules endothéliale et facteur de
migration. STAT3 active Epasl, un facteur de transcription impliqué dans le stress hypoxic.
Epasl coordonne le métabolisme cellulaire avec la quantité disponible d’O2 et promeut
I’angiogénese via I’activation du VEGF, de Flt1 (VEGFR1), Flt2 (VEGFR2) et de Tie2, le
récepteur a I’angiopoiétine (364). Epasl permet donc I’activation de tous les protagonistes
nécessaires a la formation de nouveaux vaisseaux.

En conclusion, ’activation constitutive de STAT3 permet I’activation des genes
capables d’altérer I’homéostasie d’un tissu soumis a la progression tumorale. STAT3 perturbe
I’attachement des cellules épithéliales entre-elles, et 1’attachement des cellules sur la lame
basal et le stroma. STAT3 dégrade la matrice extracellulaire et finalement favorise 1’invasion
du stroma et du tissu tumoral par de nouveaux vaisseaux. STAT3 facilite ainsi la progression
tumorale en permettant le développement d’un microenvironnement moins défavorable a la
tumeur ou en favorisant la migration des cellules tumorales vers un environnement plus

favorable a leur développement.
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Chapitre III : STAT3 dans la réponse aux chimiothérapies

A) Régulation de STAT3 en réponse aux chimiothérapies

Les agents de chimiothérapies ne sont donc de prime abord des agents capables
d’activer STAT3. Cependant plusieurs études ont décrit des modulations des phosphorylations
de STAT3 ou de I’EGFR en réponse a ces chimiothérapies. Il apparait ainsi que des composés
tel que le cisplatine, la doxorubicine et I’irinotecan induisent 1’activation de I’EGFR et la
phosphorylation de la sérine 727 de STAT3 (204;206;365). La radiothérapie induit également
la phosphorylation de cette sérine. Des expériences de gel-retard confirmées au laboratoire ont
montré qu’apres un traitement a I’irinotecan STAT3 n’était plus capable de se lier a I’ADN et
que la phosphorylation de la tyrosine 705 ¢était inhibée (366). Les différents traitements de
chimiothérapie induisent 1’apparition d’un phénotype similaire a celui de cellules sénescentes
ou I’apoptose. Les kinases ERK, RSK2 cdk5 ou la PKC9 sont des kinases activées lors de la
sénéscence ou lors de la mort cellulaire qui sont toutes capables de phosphoryler STAT3 sur
la sérine 727 (367-369). 11 est alors probable que 1’activation constitutive de la sérine 727 de
STAT3 empéche I’activation normale de STAT3 sur la tyrosine par des facteurs de croissance
que ou des cytokines.

Cependant, la phosphorylation de la tyrosine 705 de STAT3 par les traitements de
chimiothérapie est controversée. Des travaux montrent que STAT3 peut étre phosphorylé
aprés traitement notamment en raison d’un stress oxydatif (370). Le mécanisme d’activation
de la phosphorylation de STAT3 n’est pas véritablement compris mais pourrait impliquer
I’oxydation et I’inhibition de phosphatases impliquées dans la déphosphorylation de cette
tyrosine ou dans I’inhibition des kinases JAKs. Plusieurs traitements de chimiothérapie
présentent des propriétés intrinséquement oxydatives méme si elles sont souvent observées a
des doses trop importantes qui ne sont pas reliées a [’utilisation clinique (274). La
perturbation de la réplication induit aussi un stress oxydatif (371) et les agents de
chimiothérapie qui inhibe la réplication pourrait induire la phosphorylation de la tyrosine 705
de STAT3. Finalement, au moins en clinique, la chimiothérapie est généralement couplée a la
radiothérapie qui induit un fort stress oxydatif et qui pourrait alors induire alors la
phosphorylation de la tyrosine705 de STATS3.

Le second mécanisme par lequel la phosphorylation de STAT3 sur la tyrosine705 peut
étre activée en réponse aux chimiothérapies est 1’activation directe ou indirecte de la voie de

I’EGFR. Le cisplatine, la doxorubicine et le sn38 ont ainsi ét¢ décrits comme des activateurs
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de ’EGFR (202;372). Le sn38 active les métalloprotéases ADAM a la surface de la cellule
via DPactivation de la PKCS ou de p38. Ces protéines permettent alors le clivage de
I’ectodomaine de I’EGF maintenu précédemment a la surface cellulaire entrainant 1’activation
de PEGFR. De facon identique, les inhibiteurs de topoisomérase II induisent 1’activation de
I’EGFR via I’activation de ces mémes métalloprotéinases et selon un processus similaire
(373). Cette voie correspond en réalité a une voie de stress beaucoup plus générale activé par
les stress oxydatifs ou osmotiques.

En conclusion, la régulation de STAT3 par les différents agents de chimiothérapie est
donc complexe et dépend de plusieurs facteurs. Il est vraisemblable que coexiste différentes
sous populations de STAT3 en fonction de leur localisation initiale au début du traitement:
phosphorylée sur la tyrosine et la sérine quand associée avec I’EGFR et c-src par exemple ou
proche d’une source de ROS ; ou seulement phosphorylée sur la sérine quand diffus sous la
membrane plasmique, lors de 1’apoptose ou de la sénescence associée aux dommages de

I’ADN par exemple.

B) Effets de STAT3 sur la réponse cellulaire aux chimiothérapies

Le role de STAT3 au cour de la tumorigenese prédit I’impact de cette protéine sur la
réponse aux chimiothérapies. Comme nous I’avons dit, ’expression de STAT3 dans la tumeur
permet aux cellules cancéreuses de résister aux stress induits lors de 1’oncogenese. Ces
cellules sont donc particulierement résistantes a divers mécanismes comme le stress oxydatif,
et les dommages de I’ADN. La plupart des agents de chimiothérapie ciblent spécifiquement
ces voies de stress pour induire la mort des cellules et donc on s’apercoit que les cellules
possédant une activité constitutive de STAT3 pourraient étre intrinséquement résistantes a ces
agents.

Parmi les protéines spécifiquement activées par STAT3 au cours de la tumorigenése et
susceptibles d’induire une résistance aux agents de chimiothérapie, on trouve bien-siir les
genes antiapoptotiques tels Bcl-XL ou le géne de la survivine (324;374). L’expression de la
survivine a ainsi été corrélée avec celle de STAT3 dans les tumeurs du sein et son expression
est de mauvais pronostique. D’autres geénes régulés par STAT3 sont sans doute important
dans la réponse aux chimiothérapies, notamment ceux impliqués dans le contrdle du cycle
cellulaire. STAT3 inhibe par exemple I’expression de p53 et diminue ainsi la réponse aux
chimiothérapies (375). Il est également probable que STAT3 module la réponse de p53 via
STATI. STATI1 permet d’orienter la réponse de p53 vers une réponse apoptotique (100).
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L’interaction de STAT3 avec STATI inhibe la formation du dimére de STATI et donc
probablement I’activité apoptotique de p53. L’adaptation des cellules au stress oxydatif au
cours de la tumorigenese participe sans doute également a leur résistance contre les agents de
chimiothérapie et radiothérapie. Comme nous 1’avons dit, STAT3 active la superoxyde
dismutase qui détoxifie la cellules des radicaux libres de I’oxygéne. Finalement, il est
probable que STAT3, a I’instar du facteur de transcription STATS, régule certains genes
impliqués dans la réparation de I’ADN. Le facteur de transcription STATS5 induit par exemple
la transcription du géne Rad51 (376). Ce dernier point a été peu étudié, cependant il est sans
doute important car comme nous 1’avons vu dans la partie 2, la réparation des dommages de
I’ADN est peut €tre le point le plus prédictif de la réponse aux agents de chimiothérapie.

In vitro, la résistance des cellules qui expriment STAT3 aux agents de chimiothérapie
est bien établie. Les premicres études impliquant STAT3 comme facteur de résistance se sont
basées sur le fait que I'IL-6 et I’IL-10, deux cytokines qui activent STAT3, induisent un
phénotype de résistance sur des tumeurs rénales. Dans les myélomes multiples et le foie,
I’activation de STAT3 induit une résistance a 1’apoptose induite par FAS. Finalement, les
cellules cancéreuses résistantes au paclitaxel surexpriment STAT3 et I’inhibition de STAT3
par ARN interférant sensibilise ces cellules aux traitements.

Enfin, d’un point de vue clinique, la corrélation entre 1’activation de STAT3 et la
réponse aux chimiothérapies a pour I’instant été peu étudiée. Des xénogreffes de cellules
colorectales dans un modéle murin montre que I’inhibition de STAT3 améliore la réponse a
I’irinotecan (366). D’autres expériences utilisant des xénogreffes de fibrosarcomes montre
que la localisation nucléaire de STAT3 était un facteur de réponse négative a la doxorubicine
(377). Des ¢études d’immunohistochimie ont montré que chez des patients atteints de cancer
du sein, la phosphorylation de STAT3 sur la tyrosine est associée avec un taux de réponse
plus faible a la doxorubicine, et corrélée a I’expression de la survivine et a la phosphorylation
de la protéine src (374). Cette étude est assez remarquable car elle se superpose de maniére
surprenante aux résultats obtenus in vitro. Dans un mod¢le de lymphome, I’activation de
STAT3 par la protéine de fusion NPM-ALK est 1a encore un facteur de mauvais pronostic et
d’un faible taux de réponse a la doxorubicine (378). Cette dernie¢re étude ne précise pas
cependant si la localisation nucléaire de STAT3 est un facteur de mauvais pronostic en soi
indépendamment du traitement a la doxorubicine. Finalement, plusieurs études
d’immunohistochimie a partir d’adénome et d’adénocarcinome de colon ont montré que
I’activation de STAT3 est 1a encore associée avec la progression de la tumeur et un facteur de

mauvaise réponse aux chimiothérapies utilisant I’irinotecan ou 1’oxaliplatine (379).
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Les résultats cliniques confirment ainsi les données in vitro et permettent de proposer
un modele selon lequel la transformation des cellules par STAT3 induirait une résistance

intrinseéque des cellules cancéreuses aux traitements de chimiothérapie.

C) Implication de STAT3 dans les réponses cellulaires et cliniques aux

chimiothérapies couplées aux thérapies ciblant PTEGFR

Depuis quelques années de nouveaux traitements de chimiothérapie sont venus
compléter 1’arsenal utilisé qui reposait essentiellement sur des agents capables d’inhiber la
réplication ou la mitose. Ces nouveaux traitements utilisent des agents dirigés 1a plupart du
temps contre une protéine kinase ou un récepteur membranaire. Parmi ces agents, on trouve
ceux dirigés contre ’EGFR. Deux grandes classes d’inhibiteurs sont utilisées, les anticorps
monoclonaux (cetuximab) et les inhibiteurs du domaine tyrosine kinase (Iressa). Ces agents
sont utilisés dans le cadre du cancer colorectal métastatique selon le protocole irinotecan plus
cetuximab, et dans le cadre du cancer du poumon de grade III Iressa plus docetaxel (taxane)
(380). D’autres études cliniques sont en cours pour utiliser les inhibiteurs de I’EGFR avec
d’autres agents de chimiothérapie en associant par exemple le cetuximab et 1’oxaliplatine
(381).

Le réle de STATS3 dans la réponse a ces nouvelles thérapie n’est pas bien compris et a
été peu étudié. L’expression de PEGFR a été associée a I’activation de STAT3 dans certains
cancers du sein (382). De plus, I’inhibition de ’EGFR, dans un modéle murin de xénogreffes
de cellules cancéreuses du sein, a montré que le cetuximab augmentait I’efficacité¢ de ce
traitement (383). Ainsi, une étude clinique de phase I est en cours pour utiliser le cetuximab
en association avec le paclitaxel, un autre membre de la famille des taxanes, traitement
classique de ces tumeurs (384). L’activation de I’EGFR a été associée a celle de STAT3 dans
le cancer du poumon et a un tres faible taux de cellules apoptotiques par rapport aux cancers
ne présentant pas d’activation de STAT3 (385). Chez des patients atteints de cancer du
poumon, la présence de mutation de ’EGFR conférant une activité constitutive au récepteur a
également été corrélée a I’activation de STAT3 (348). Ces patients présentent généralement
un meilleur taux de réponse a I’'Iressa et donc ’inhibition de STAT3 et de ses activités
antiapoptotiques pourrait étre un facteur important (386). Dans les cancers de la téte et du cou,
I’augmentation du nombre de copies du géne de ’EGFR est corrélée avec une plus grande
sensibilité¢ au cetuximab et a I’Iressa (387). Il est intéressant de noter que 1’augmentation du

nombre de copies est également corrélée a 1’activation de STAT3 et au phénotype
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indifférencié¢ de ces tumeurs (388). Ces différents exemples montrent que dans les différents
cancers ou le cetuximab et I’Iressa sont efficaces, STAT3 est activé en méme temps que
I’EGFR.

Ceci est confirmé in vitro dans des lignées cellulaires de cancer de la téte et du cou et
dans des modeles animaux. Les résultats montrent que I’inhibition de 'EGFR réprime la
phosphorylation de STAT3 sur la tyrosine 705 et induit I’apoptose de ces cellules (389). De
facon similaire, des fibroblastes transformés par des formes constitutivement actives de
I’EGFR présentent une activation constitutive de STAT3 et une sensibilit¢ accrue aux
inhibiteurs du récepteur de I’EGF (390).

D’apres ces résultats, on peut conclure que STAT3 est sans doute important non
seulement dans la réponse aux chimiothérapie classiques, mais également dans celles plus

ciblées qui sont basées sur ’inhibition de ’EGFR.
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PROJET DE THESE

L’activation de STAT3 dans de nombreuses tumeurs et ses effets sur la prolifération
et la survie suggerent fortement que cette protéine est impliquée a la fois dans la
transformation cellulaire et dans I’échappement aux traitements classiques de chimiothérapie.

Au cours de ma thése, nous nous sommes donc intéressés aux différents aspects
impliquant STAT3 dans la réponse de lignées cellulaires aux agents de chimiothérapie, et plus
particuliérement aux inhibiteurs de topoisomérase. L.’objectif de cette ¢tude était d’identifier
les différents mécanismes mis en jeu par STAT3 en réponse aux stress génotoxiques. Nous
avons ainsi analysé [’interaction fonctionnelle de STAT3 avec différentes protéines
impliquées dans I’activation des points de contrdle du cycle cellulaire et la mise en place de la
sénescence comme p21 et Rb. Ceci nous a ensuite permis de mesurer 1’effet d’une activation
constitutive de STAT3 par ’oncogene v-src sur la réponse cellulaire aux inhibiteurs de
topoisomérase Il ou au stress oxydatif. Finalement, dans une démarche inverse nous avons
étudié les effets d’agents qui permettent d’inhiber 1’activation de STAT3, en particulier le
cetuximab, anticorps monoclonal dirigé contre ’EGFR et utilisé contre le cancer colorectal.
La réponse de lignées colorectales aux inhibiteurs de topoisomérase I et au cetuximab a ainsi

été mesurée.
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Résultats
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Partie 1: p21 réprime Lactivité

transcriptionnelle de STAT3 et E2F1 sur la

voie c-myc cdc25A
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Une étude réalisée au sein du laboratoire suggérait que 1’inhibiteur du cycle cellulaire
p21 est capable d’inhiber I’activité transcriptionnelle de STAT3 dans des expériences de
genes rapporteurs. Nous avons souhaité confirmer ces premiers résultats. Nous souhaitions
analyser la régulation de I’activité transcriptionnelle du facteur de transcription par p21 et la
présence de p21 sur le promoteur des génes cibles de STAT3. De plus, nous étions intéressés
par I’étude du role de p21 lors de son activation par des drogues antitumorales telles que les
inhibiteurs de topoisomérase I et I1.

Pour réaliser cette étude nous avons utilisé dans un premier temps une lignée de
fibrosarcome HT1080 transfectée par un vecteur inductible a 'IPTG codant la protéine p21.
L’induction de p21 inhibe la transcription et I’expression du gene de myc dans ces cellules, en
croissance et en réponse a I’Interleukine 6.

Dans un second temps, 1’analyse par immunoprécipitation de chromatine du
promoteur de c-myc montre que I’induction de p21 induit son recrutement sur le promoteur.
Ceci était associ¢ a une inhibition du recrutement de 1’histone acétyltransférase p300 et a la
déacétylation des histones H4. De plus, lors de 1’induction de p21, la forme ¢longatrice de
I’ARNpolymérase II n’était plus détectée sur les exons de c-myc. Ainsi, le recrutement de p21
sur le promoteur de c-myc modifie le complexe transcriptionnel recruté par STAT3 ou E2F1
et induit I’inhibition de la transcription de c-myc.

Nous avons ensuite voulu déterminer si p21 induisait I’inhibition d’autre génes
impliqués dans la transition G1/S et nous avons test¢ 1’effet de p21 sur I’expression de
cdc25A et cdk4. L’expression de p21 inhibe seulement la transcription de cd25A et induit son
recrutement sur le promoteur. Comme sur le promoteur de c-myc, p21 empéche le
recrutement de p300 et I’acétylation des histones.

Ces différentes expériences ont été réalisées grace a I’activation de p21 de fagon
exogene. Nous avons voulu alors déterminer I’impact de ces résultats dans un modéle plus
physiologique d’induction de p21 par les dommages de I’ADN. Pour cela, nous avons utilisé
deux drogues, le sn38 (métabolite actif de I’irinotecan) et la doxorubicine, inhibant
respectivement les topoisomérases I et II. L incubation des cellules HT1080 avec ces drogues
induit ’expression de p21 et inhibe celle de cd25A et c-myc. L’induction de p21 est associée
avec son recrutement sur les promoteurs de c-myc et cdc25A, recrutement induisant des effets
comparables a ceux observés lors de 1’activation de p21 par le vecteur inductible.

Nous répétons ensuite ces expériences dans la lignée colorectale HCT116 et la méme
lignée ou le géne de p21 a été inactivé par recombinaison homologue. L’induction des

dommages de ’ADN induit une forte répression de c-myc dans la lignée sauvage et le
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recrutement de p21 sur le promoteur de c-myc. En revanche cette répression n’est que
modérée dans la lignée inactivée pour le gene de p21. L’absence de p21 dans la lignée
colorectale HCT116 perturbe donc la régulation transcriptionnelle de c-myc en réponse aux
cassures de I’ADN induites par les inhibiteurs de topoisomérases. Cette réponse anormale
pourrait participer a la dérégulation du point de controle induit par les dommages de I’ADN
conduisant a la polyploidisation de ces cellules. Ce phénoméne ne s’observe pas dans la
cellule controle.

Dans les résultats supplémentaires nous montrons finalement que le recrutement de
p21 par STAT3 implique une interaction directe des deux protéines et I’inhibition spécifique
du domaine d’activation transcriptionnel de STAT3. Des résultats similaires ont été obtenus
entre le facteur E2F et p21 par I’équipe de La Thangue NB (391). De plus ces effets sont
observables dans différents systémes cellulaires tel que les hépatocarcinomes HepG2 et les
fibroblastes NIH3T3. Finalement, nous avons montré que la surexpression de p21 pouvait en
plus d’inhiber I’activité transcriptionnelle de STAT3 perturber sa liaison a I’ADN sans altérer
son import dans le noyau.

En résumé nous avons montré que ’inhibiteur du cycle cellulaire p21 est recruté
directement par plusieurs facteurs de transcription tel que STAT3 et E2F1 sur les promoteurs
de la voie c-myc-cdc25A. L’activité de ces facteurs de transcription permet la prolifération
incontrolée de diverses cellules cancéreuses et la voie c-myc cdc25A participe a I’induction
de la réplication. Le recrutement de p21 est quant a lui associé avec I’inhibition de ces genes,
notamment dans le contexte ou p21 est induit par les dommages de I’ADN. Ainsi nous
proposons qu’en plus de réguler les complexes cyclines cdk, 1’activité transcriptionnelle de
p21 participe a I’inhibition du cycle cellulaire en réponse aux dommages de I’ADN induits

par les inhibiteurs de topoisomérase I et I. Ces différents résultats sont schématisés figure 32.
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In addition to its function as a cyclin-dependent kinase (cdk)
inhibitor, p21*%” fulfills additional roles involved in DNA rep-
lication and transcriptional regulation that could also contrib-
ute to cell cycle arrest. In this study, we have shown that p21*%?
functions as a transcriptional repressor of the myc and cdc25A
genes. Ectopic expression of the cell cycle inhibitor down-mod-
ulates myc and cdc25A transcription but has no effect on cdk4
levels. Using chromatin immunoprecipitation, we found that
p21*“?is recruited to the promoters of these two genes together
with the STAT3 and E2F1 transcription factors. Its presence on
DNA is associated with an inhibition of the recruitment of the
p300 histone acetylase and with a down-regulation of histone
H4 acetylation. The same effect was also observed following
DNA damage because topoisomerase inhibitors such as sn38 or
doxorubicin also induce the association of p21*%? with DNA.
Following transcriptional repression of the myc and cdc25A
genes, cells were arrested in the fraction with 4 N DNA content.
By contrast, the expression of these two genes remains elevated
in the absence of the cell cycle inhibitor, and p21"*%?~/~ cells
re-replicate their DNA and become polyploid. In light of these
results, we propose that p21*%? simultaneously targets cdk and
transcriptional regulators to prevent the expression of onco-
genic pathways upon DNA damage.

Cell cycle progression relies on the activation of cyclin-de-
pendent kinases (cdk)? that are controlled in part by cyclins and
by two classes of cdk inhibitors that bind to and inactivate these
kinases (1). The first class of inhibitors includes the INK4 pro-
teins such as p16, which targets cdk4 and hampers its binding to
D-type cyclins. The second class is composed of the Cip/Kip
proteins, p21*%%, p275%! and p57%??, which bind to and
inhibit all cyclin-Cdk complexes. p21**%” was originally identi-
fied as a transcriptional target of the p53 tumor suppressor
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gene, a cdk inhibitor and a protein induced upon senescence (2,
3). The essential role of p21"*“” relies upon its well known abil-
ity to inhibit cyclin-dependent kinases and DNA replication (4,
5), thereby inducing cell cycle arrest. Gene inactivation studies
have also demonstrated essential roles of p21*“? upon DNA
damage, mediating G, and G, arrest as well as tetraploidy
checkpoints (6, 7).

Besides its classical roles, p21*#? is also involved in a number
of other specific functions that may also contribute to growth
arrest. Beyond its involvement with cyclin/cdks, p21"“” func-
tions as a transcriptional cofactor that regulates the activity of
various DNA-binding proteins such as NF-kB, Myc, E2F,
STATS3, and estrogen receptor (8 —10). Interestingly, through a
combined regulation of apoptosis and cell cycle progression,
most of these transcription factors participate in cell transfor-
mation and induce carcinogenesis when constitutively acti-
vated. Given that p21"*%” binds to these transcription factors to
regulate their activities, it is tempting to speculate that p21"*%*
simultaneously targets growth-promoting genes and cdk activ-
ity to induce cell cycle arrest (8).

cDNA microarray analysis has demonstrated that the up-
regulation of p21"¥* is correlated with the transcriptional
repression of genes involved in cell cycle progression, DNA
replication, and mitosis entry. For instance, p21*“” can inhibit
the expression of cdkl as well as a set of genes involved in
mitosis and DNA segregation such as the polo-like kinase I and
the topoisomerase Ila (11, 12). In addition, it has been proposed
that the cell cycle inhibitor modulates the activity of p300/CBP
proteins (13—15). These proteins are essential coactivators that
stimulate gene expression through their acetyl transferase
activity or through their ability to interact with components of
the transcriptional machinery (16, 17). For instance, it has been
recently shown on the Wnt4 promoter that p21"*%” prevents the
recruitment of p300, causing histone hypoacetylation and tran-
scriptional repression of the Wnt4 gene (18). Upon estradiol
signaling, p21"“” has also been shown to form a ternary com-
plex with estrogen receptor and CBP to regulate the expression
of the progesterone receptor (10). Interestingly, a general cor-
relation has been observed between CDE-CHR sequences and
the p21"“” inhibitory effects (19). Cell cycle-dependent ele-
ment (CDE) and cell cycle gene homology region (CHR) are
DNA sequences involved in cell cycle-dependent transcrip-
tional regulation (20). These DNA sequences have been found
in some promoters that are inhibited by p21**%”, such as PLK1,
cyclin B1, or Topolla. In addition, mutating the CDE-CHR
sequences prevents the transcriptional inhibition of PLKI and
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cdkl1 by p21*“”. Therefore, one can speculate that the effects of
p21*%* are probably related to the inhibition of the transcrip-
tion factors that bind to the CDE-CHR sequences. Determining
the composition of these complexes and the associated role of
CBP/p300 acetylases will be an important step in understand-
ing the transcriptional functions of p21**”.

Following mitogenic stimulation of quiescent cells, the
Cdc25A phosphatase is activated by DNA-binding proteins
involved in cell cycle progression such as Myc, STAT3, or E2F1
(21-23). It has been proposed that Myc binds to the cdc25A
promoter to up-regulate its expression, thereby activating the
cyclin E-CDK2 complexes. To ascertain the physiological rele-
vance of p21"¥? transcriptional functions, we characterized the
effects of the cell cycle inhibitor on the Myc-cdc25A pathway.
Using chromatin immunoprecipitation experiments, we have
observed that p21"“? is recruited to the myc and cdc25 promot-
ers and that this binding is correlated with the inhibition of
p300 recruitment and with the down-regulation of histone H4
acetylation. As a consequence, the ectopic expression of p21*%,
with an isopropyl-1-thio-B-p-galactopyranoside (IPTG)-in-
ducible vector, induced a down-regulation of the Myc and
cdc25A mRNAs. Importantly, this effect was also shown when
cells were treated with DNA-damaging drugs, indicating that
p21*%? not only binds to cyclin-cdk complexes but also to the
promoter of cell cycle genes upon DNA damage. We therefore
propose that kinase inhibition and transcriptional repression
are both necessary for p21**“” to prevent cell cycle progression
in response to genomic insults.

MATERIALS AND METHODS

Antibodies, Cell Lines, and Cell Stimulation—Antibodies
against STAT3 (C20), E2F1 (C20), p21*¥* (C19), c-Myc
(N262), and p53 (FL393) were obtained from Santa Cruz Bio-
technology. Anti-a-tubulin (T9026) was obtained from Sigma.
The fibrosarcoma cells used in this study correspond to the
HT1080 p21-9 cell line that carries p21*#* in an IPTG-induc-
ible vector as previously described (11). Note that this cell line
(referred to in the text as HT1080) is p16”** deficient and
expresses wild-type Rb and p53. These cells were a kind gift
from Dr. I. B. Roninson. All cells were maintained in RPMI
medium supplemented with 10% serum and were not used
beyond 25-30 passages. Drugs were resuspended in Me,SO
and used diluted at the indicated concentrations. The human
colorectal cancer cell line HCT116 wild type and its p21~/~
derivative cell line in which both p21*¥? alleles have been
deleted by homologous recombination were a kind gift from Dr.
B. Vogelstein. Where indicated, cells were serum starved for 2
days. IPTG was then added for 24 h to induce the expression of
p21*%?, and IL-6 (20 ng/ml) or serum (10%) was finally added
for the last 12 h.

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

Chromatin Immunoprecipitation (ChIP) Assay—Attached
cells were washed and cross-linked with 1% formaldehyde at
room temperature for 10 min. Cells were washed sequentially
two times with one ml of ice-cold phosphate-buffered saline,
centrifuged, resuspended in 0.5 ml of lysis buffer (1% SDS, 10
mM EDTA, 50 mm Tris-HC], pH 8.1, 1 mm phenylmethylsulfo-
nyl fluoride, 1 pg/ml leupeptin, 1 ug/ml aprotinin), and soni-
cated three times for 15 s each at the maximum setting. Super-
natants were then recovered by centrifugation at 12,000 rpm
for 10 min at 4 °C, diluted two times in dilution buffer (1%
Triton X-100, 2 mm EDTA, 150 mMm NaCl, 20 mm Tris-HCI, pH
8.1), and subjected to one round of immunoclearing for 2 h at
4 °C with 2 pg of sheared salmon sperm DNA, 2.5 ug of preim-
mune serum, and 20 ul of protein A-Sepharose (of 50% slurry).
Immunoprecipitation was performed overnight with specific
antibodies, and then 2 ug of sheared salmon sperm DNA and 20
pl of protein A-Sepharose (of 50% slurry) were further added
for 1 h at 4 °C. Immunoprecipitates were washed sequentially
for 10 min each in TSE I (0.1% SDS, 1% Triton X-100, 2 mMm
EDTA, 20 mm Tris-HCI, pH 8.1, 150 mm NaCl) and TSEII (0.1%
SDS, 1% Triton X-100, 2 mm EDTA, 20 mm Tris-HCI, pH 8.1,
500 mm NaCl), and buffer III (0.25 m LiCl, 1% Nonidet P-40, 1%
deoxycholate, 1 mm EDTA, 10 mm Tris-HCl, pH 8.1). Bead
precipitates were then washed three times with TE buffer and
eluted two times with 1% SDS, 0.1 m NaHCO,. Eluates were
pooled, heated at 65 °C for 6 h to reverse the formaldehyde
cross-linking, and DNA was precipitated using classical proce-
dures. For PCR, 10 pl from a 100-ul DNA preparation were
used for 25-30 cycles of amplifications. The following regions
were amplified: region —223/—40 (p21W“ﬂ, STATS3, E2F1 and
ets), —16/+204 (H4 and p300, corresponding to the first exon)
of the myc promoter, —222/+58 of the cdc25A promoter, and
—162/+27 of the cdk4 promoter. Primers are available upon
request. To detect the association of RNA pol II on the Myc
promoter, note that the ChIP experiments were performed on
the third exon of this gene since the polymerase is always pres-
ent on the myc initiation site.

Real-time PCR—For quantification, PCR was performed
with 5 ul of DNA and 5 pM primers diluted in a final volume of
5 ul of reaction mix LightCycler (2239264; Roche Applied Sci-
ence) and 4 mm MgCl,. Fluorescent products were monitored
by real-time PCR using a LightCycler. The PCR reactions were
carried out in a 10-ul volume containing 1X LightCycler Fast-
start DNA master SYBR Green 1 (Roche Applied Science), 5
pmol for each forward and reverse primer, 2 mm MgCl,, and 5
wl of the cDNA diluted 10-fold. After an initial denaturation
step at 95 °C for 10 min, each cycle consisted of a denaturation
step at 95 °C for 15 s, an annealing step at 55 °C for 11 s, and an
elongation step at 72 °C for 22 s. A total of 40 cycles were per-
formed. The fluorescent signal was acquired at the end of each
elongation step. A fusion curve was performed at the end of the
PCR cycle to determine the specificity of the primers. Data
analysis was performed as indicated by Roche Applied Science
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FIGURE 1. p21*“" down-regulates myc expression. A, growing HT1080 cells were left untreated or treated
with IPTG (50 wm) for the indicated times. Overexpression of p21 wafl \yas verified by Western blot analysis. B,
HT1080 cells were serum starved, left untreated or treated with IPTG (24 h, 50 um), and then stimulated with
IL-6 (20 ng/ml, last 12 h) as indicated. Total RNA was prepared and Myc mRNA levels were analyzed by real-time
PCR (lanes 1-4). The expression of myc was then analyzed by Western blot, and tubulin expression was moni-
tored as a control (lanes 5- 8). In parallel, cells were transfected with the HBM-Luc reporter gene (5 n.g), starved,
and treated or not with IPTG for 24 h, in the presence or absence of IL-6 for the last 12 h. Cytoplasmic extracts
were then prepared and processed to measure luciferase activity (lanes 9-12); the mean of five transfections =+
S.D.is shown. C, asynchronously growing HT1080 cells were either left untreated or treated with IPTG (24 h, 50
M), and the expression of myc was analyzed as described in panel B by real-time PCR (lanes 1-2) or Western blot
(lanes 3-4). D, HT1080 cells were serum starved for 2 days, left untreated or treated with IPTG (24 h, 50 um), and
then stimulated or not with 10% serum for the last 12 h. The expression of myc was analyzed by real-time PCR
(lanes 1-4), Western blot (lanes 5-8), or reporter gene experiments (lanes 9-12); the mean of five transfec-
tions = S.D. is shown.

using the “Fit Point Method” in the LightCycler software 3.3.
The relative quantification of gene expression was performed
using the comparative C; method, with normalization of the
target gene to the endogenous housekeeping gene glyceralde-
hyde-3-phosphate dehydrogenase. The induction factor was
determined for the three reverse transcriptions, and an average
induction factor was then calculated.

34744 JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY

Flow Cytometry Analysis—For
DNA content analysis, 2 X 10° cells
were washed twice with phosphate-
buffered saline and fixed in 70% eth-
anol. Cells were treated with 100
units/ml Ribonuclease A for 20 min
at 37 °C, resuspended in phosphate-
buffered saline containing 50 pg/ml
propidium iodide, and immediately
analyzed by flow cytometry (BD
Biosciences).

RESULTS

p21"" Suppresses myc Gene
Transcription—In addition to inhib-
iting cyclin/cdks, p21*%? participates
in several protein-protein interac-
tions to prevent cell cycle progression
and DNA replication. In particular,
p21*%? binds to transcription fac-
tors and coactivators to regulate
their functions (8, 9). An attractive
possibility could be that p21"¥?
inhibits cell proliferation through
transcriptional inhibition of cell
cycle genes. To test this hypothesis,
the effect of the cell cycle inhibitor
was investigated on the expression
of myc, a well known inducer of
G,—G,; progression. The HT1080
fibrosarcoma cell line used in the
present study (p21-9) (11) carries
p21*“? in an IPTG-inducible vector
(Fig. 1A, lanes 1-4). Up-regulation
of p21"¥* was detected as early as
12 h after IPTG induction and
remained constant for the next 48 h.
A 24-h stimulation was used for the
following experiments. To deter-
mine whether p21*%” regulates myc
expression, cells were either main-
tained in serum (Fig. 1C) or serum
starved and stimulated with two dif-
ferent mitogens, IL-6 or 10% serum
(Fig. 1, B and D, respectively).
Results presented in Fig. 1B indicate
that p21"*“? prevents myc induction
in response to IL-6 stimulation.
Treatment of cells with IPTG sup-
pressed Myc mRNA as shown by
quantitative real-time PCR and pro-

tein expression by Western blotting (Fig. 1B, lanes 3—4 and
7-8). In addition, p21"¥” prevented the IL-6-mediated induc-
tion of the Myc HBM-Luc promoter (24), confirming its inhib-
itory functions at the transcriptional level (Fig. 1B, lanes 11 and
12). By contrast, no effect was observed in the absence of
cytokine stimulation. Interestingly, the same effects were
also observed in growing cells, where p21*“’ was found to
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p21"“" Binds to the myc Promoter
to Prevent Histone H4 Acetylation—
One proposed mechanism whereby
p21*% can specifically regulate
transcription is through physical
association with transcription fac-
tors that could provide a bridge with
the initiation complex. We and oth-
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ers have previously shown that
p21*%" interacts with E2F1 or
STATS3 to prevent their transcrip-
tional activity (25, 26). To assess
whether p21"*#? binds to the myc
proximal promoter in association
with these two transcription factors,
ChIP experiments were performed
following IL-6 stimulation or in
growing cells. Upon cytokine stimu-
lation, results demonstrated bind-
ing of endogenous STAT3 to the
proximal Myc promoter, whereas
no binding was detected in the con-
trol region (Fig. 24, lanes 1-4 and
data not shown). In parallel, the
ChIPs assay also showed that
p21*%* binds specifically to this
region of the myc gene upon IPTG
induction (Fig. 24, lanes 5-8). As
expected, STAT3 DNA binding
was associated with the recruit-
ment of p300 and with histone H4
acetylation on the myc proximal
promoter (Fig. 2B, lanes 2 and 6).
ChIP assays showed a significant
down-modulation of p300 binding
as well as a reduction of H4 acety-
lation upon p21*#? induction (Fig.
2B, compare lanes 2, 4 and 6, 8).
The same effects were also
observed in growing cells, where
p21*“" was also found to inhibit

FIGURE 2. Inhibition of p300 recruitment and histone H4 acetylation upon p21*“' induction. Aand B, 71)C expression (Fig. 1C). Under
ChIP analysis of the recruitment of STAT3, p21*?", and p300 and of histone H4 acetylation on the myc pro-  these conditions, p21waf1 bound to

moter. Cells were serum starved for 2 days, treated with IPTG (24 h, 50 um), and stimulated with IL-6 for 1 h.
Soluble chromatin was immunoprecipitated with the corresponding antibodies, and DNA samples were then

the myc promoter upon IPTG

amplified using pairs of primers that cover the proximal myc promoter. C and D, ChIP analysis of the recruit-  induction (Fig. 2C, lanes 7 and 8).
ment of EF1, ets1/2, STAT3, p21*?"", and p300 and of histone H4 acetylation (Ac-H4) on the myc promoter in Confirming the above results
growing cells. Asynchronously growing cells were either left untreated or treated with IPTG (24 h, 50 um), and . R
ChIPs were performed as described above. E, cells were serum starved for 2 days and treated with IPTG (24 h) down-modulation of p300 binding
and IL-6 (last 12 h) in the presence or absence of trichostatin A (TSA, 100 nm) as indicated. Myc mRNA levelswere  as well as inhibition of histone H4

analyzed by real-time PCR (lanes 1-4). The effect of TSA was also analyzed on Myc mRNA levels in growing cells

(lanes 5-8).

inhibit the expression of the steady-state level of Myc mRNA
and its corresponding protein (Fig. 1C). The same experi-
ments were also performed using serum-starved cells that
were restimulated with 10% serum (Fig. 1D). In contrast,
p21*¥? had no effect on myc mRNA (Fig. 1D, lanes 1-4),
protein (lanes 5-8), or promoter (lanes 9—12) under these
conditions, further confirming the specificity of its tran-
scriptional functions.

NOVEMBER 17, 2006-VOLUME 281-NUMBER 46 33208

acetylation in p21"“”-expressing
cells was shown. As a consequence,

the association of the elongating form of the RNA polymerase
with DNA was also inhibited (Fig. 2D, lanes 1-8). In growing
cells, only E2F-1 was recruited to the myc promoter because
neither STAT3 nor ets1/2 was detected on DNA (Fig. 2C, lanes

1-6).

We also observed that the DNA binding activities of E2F-1
and STAT3 were unaffected by increased p21"“” expression
(Fig. 24, lane 4,and 2C, lane 2). To confirm that p21"*4* down-

JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY 34745

9002 ‘ST Jaqwiadad uo IWHISNI Te 610°og[ mmm woly papeojumod


http://www.jbc.org

The Journal of Biological Chemistry

e

p21*°"" Binds to the myc and cdc25A Promoters

A, 44
®
2
-1 1+
=
Z
é 0.7 —
£
2 04
0.1 i =
PIG| - [+ -T+] -T+
1| 2] 3[4 576
Myc | cdc25A | cdk4
B. IP: [E2F1 [ p21 [Input |
-
pre————— _|:|_L
cdc25A -
IPTG| |+||+| |+|
[t[2]3[4]s5]6]
C. IP:[ myc [ p300 [Ac-H4[Input |
S
oSz cdc25A -
wre[ T [ [+] [-[ ]
[1]2 [3[4]s]6]7[8]
D. 12 9
E 101 O IP: IgG (+IPTG)
g 8 4 B IP: p21wafl (no IPTG)
o B IP: p21wafl (+IPTG)
£ 64
2 . BE IP: p21wafl (peptide+IPTG)
S 4
24
myc cdc25A cdk4
Promoters
E. IP: | p300 | myc [Ac-H4]Input |
Y e S S
- .
& W -% 2 cdk4 <
IPTGl |+||+| |+| -|+

|
[1]2 [3]ss]e 78]

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

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

Transcriptional Regulation of myc
Target Genes by p21"“"—Having
shown that p21"%”? down-regulates
Myc expression, we investigated
whether the cell cycle inhibitor also
prevents the expression of Myc tar-
get genes involved in cell cycle pro-
gression. To this end, we focused on
the expression of cdk4 and cdc25A,
two genes involved in S-phase pro-
gression and previously shown to be
directly regulated by Myc (21, 22,
27). Results presented in Fig. 34
indicate that the up-regulation of
p21"¥"  effectively prevents the
expression of cdc25A mRNA. As a
control, Myc steady-state levels
were also inhibited under these con-
ditions (Fig. 3A, lanes 1—4). Surpris-
ingly, p21*%? did not affect the
expression of cdk4 (Fig. 3A, lanes 5
and 6). It has been shown previously
that Myc and E2F1 regulate the
expression of the cdc25A gene (21—
23). Using ChIP experiments, we
observed that the two transcription
factors were present on the cdc25A
promoter in growing cells (Fig. 3B
and 3C, lane I). As expected, p300
binding and histone H4 acetylation
were also detected (Fig. 3C, lanes 3
and 5). Upon IPTG addition,
p21*%* was recruited to the cdc25A
promoter, probably in association
with E2F], still bound on the DNA
(Fig. 3B, lanes 3 and 4). As expected,
Myc binding was inhibited upon
p21"“? loading (Fig. 3C, lanes 1 and
2). Down-modulation of p300 bind-
ing and inhibition of histone H4
acetylation were also observed in
the presence of the cell cycle inhib-
itor (Fig. 3C, lanes 4 and 6).

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

promoter, we then used real-time PCR to compare by a quan-
titative assessment the ChIP signals obtained on the myc,
cdc25A, and cdk4 promoters (Fig. 3D). As expected, p21"“” was
not recruited to DNA in the absence of IPTG, but real-time
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scriptional effects of p21"¥” are
specific to the Myc-cdc25A path-
way and do not affect the expression
of cdk4.

p21"“" Binds to the myc and
cdc25A  Promoters upon DNA
Damage—We then studied whether
p21*%* also binds to the myc and
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FIGURE 4. p21"“f" functions as a transcriptional repressor upon DNA damage. A, asynchronously
growing HT1080 cells were treated or not with SN38 (5 ng/ml) or doxorubicin (30 nm) for 36 h, and the
up-regulation of p21*“" was verified by Western blot analysis. B, asynchronously growing HT1080 cells
were treated or not with SN38 (5 ng/ml) or doxorubicin (30 nm) for 36 h, and the expression of the Myc and
cdc25A mRNAs was analyzed by real-time PCR (lanes 1-8). In parallel, the expression of the Myc, cdc25A,
and p21"9"" proteins was analyzed by Western blot (lanes 9-12). C and D, soluble chromatin was prepared
from asynchronously growing HT1080 cells treated or not with SN38 or doxorubicin and immunoprecipi-
tated with the indicated antibodies. Final DNA extractions were amplified using a pair of primers that

cover the proximal promoters of myc (C) or cdc25A (D).

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

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

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

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

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

DISCUSSION

Cell cycle progression relies on the activation of cyclins and
cyclin-dependent kinases (cdk) that successively act in G, to
initiate S-phase and in G, to initiate mitosis. To prevent abnor-
mal proliferation, cyclin-cdk complexes are precisely regulated
by cell cycle inhibitors that block their catalytic activity. Among
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these inhibitors, p21*# is induced by p53-dependent and -in-
dependent mechanisms to bind all cyclin-cdk complexes and
prevent cell cycle progression. This protein is therefore well
known to inhibit E2F function through cdk2 inhibition and Rb
dephosphorylation, but it can also prevent DNA replication
through proliferating cell nuclear antigen binding and DNA
replication inhibition (2, 4). Besides these classical functions,
several studies have shown that p21*%7 also interacts with var-
ious DNA-binding proteins involved in cell cycle progression.
This has led to the hypothesis that p21*%” might simulta-
neously target cdks and transcriptional regulators to inhibit the
expression of growth-promoting genes (8, 9).

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

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

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

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

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

Recent observations have demonstrated that the up-regula-
tion of p21*%” leads to the down-regulation of multiple genes,
most of which are involved in chromatin assembly and mitosis.
Asillustrated Fig. 7, we now propose that in addition to p53 and
p19*%E, p21™“7 functions as a transcriptional inhibitor of the
Myc-cdc25A pathway. Therefore, in addition to its ability to
inhibit cyclin-dependent kinases and DNA replication, the
transcriptional functions of p21**%? might also play an impor-
tant role in the control of DNA damage and tumorigenesis.
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Résultats supplémentaires non publiés

1) p21 inhibe ’activité transcriptionnelle de STAT3 sur le promoteur de c-myc dans les

hépatocarcinomes HepG2.

Afin de confirmer les résultats obtenus dans les fibrosarcomes HT1080, les mémes

expériences ont été réalisées dans les hépatocarcinomes HepG2.
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Figure 28 : p21 inhibe la transcription de c-myc induite par [’[L-6 dans les hépatocarcinome
HepG?2

A. Les cellules sont transfectées avec 500ng de vecteur contenant le promoteur de c-myc fusionné au géne de la
luciférase en présence ou en absence d’un vecteur d’expression pour p21 (lignel-4). Alternativement les
cellules sont prétraitées ou non par de la doxorubicine durant 36h(ligne 5-8). Aprés 24h de transfection les
cellules sont stimulées a I’IL-6 (20ng/ml) pendant 12h. Des extraits cytoplasmiques sont alors réalisés et
analysés pour leur activité luciférase. La moyenne de quatre transfections est montrée.

Des cellules HepG2 prétraitées 36h a la doxorubicine sont stimulées a 1I’'IL-6 durant 2h. La quantité
d’ARNm c-myc est alors mesurée par RT-PCR sur des extraits d’ARN.

Des cellules HepG2 prétraitées 36h a la doxorubicine sont stimulées 1 heure a I’'IL-6. Des expériences
d’immunoprécipitation de chromatine avec des anticorps dirigés contre STAT3 et p21 sont alors réalisées
sur les séquences de liaison a I’ADN de STAT3 du promoteur de c-myc.

97




Des expériences de genes rapporteurs et de RT-PCR montrent que I’expression de p21 par
un vecteur plasmidique ou son activation par un poison des topoisomérase Il inhibe I’activité
transcriptionnelle de STAT3 sur le promoteur de c-myc dans les cellules HepG2 (figure 28A-
B). De plus p21 est recruté en association avec STAT3 sur le promoteur de c-myc aprés un
traitement a 1I’'IL-6 sur des cellules HepG2 prétraitées a la doxorubicine (figure 28C).
L’induction de p21 par un agent génotoxique tel que la doxorubicine empéche ainsi
’activation de c-myc par le facteur de transcription STAT3. Ces expériences montrent que
dans un modele cellulaire différents de celui des HT1080, I’activation de p21 par les
dommages de ’ADN n’inhibe pas seulement I’activité du facteur de transcription E2F1 sur le

gene de c-myc mais également celle du facteur de transcription STAT3.

2) p21 intéragit de maniére directe avec le domaine d’activation transcriptionnel de
STAT3 et inhibe son activité

Nous souhaitions ensuite déterminer si p21 était capable d’interagir directement avec
STAT3. Des expériences de pull down nous ont ainsi permit de caractériser une intéraction
directe entre le domaine d’activation transcriptionnel de STAT3 et le domaine c-terminal de
p21 (figure 29A). Dans un second temps nous voulions connaitre I’effet de cette interaction
sur 1’activit¢ de STAT3. Pour cela, nous avons eu recours a des expériences de gene
rapporteur utilisant un vecteur portant les séquences de fixation du facteur de trascription
Gal4 fusionné au geéne de la luciférase, et un vecteur codant une protéine de fusion entre le
domaine de liaison a I’ADN de GAL4 et le domaine d’activation transcriptionnel de STATS3.
Ces expériences ont alors mis en évidence que p21 inhibait spécifiquement le domaine
d’activation transcriptionnel de STAT3 mais pas celui de p53 (figure 29B). p21 est donc
capable d’inhiber ’activité de STAT3 indépendamment de la liaison a ’ADN de STAT3. Ces
expériences suggerent ainsi que le recrutement direct de p21 sur le domaine d’activation

transcriptionnel de STAT3 li¢ a I’ADN induit I’inhibition de STAT3.
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Figure 29 : p21 réprime et interagit avec le domaine d’activation transcriptionnelle de
STAT3

A. 50ng des protéines de fusion GSTp21, GST p21(76-164) ou GST p21(114-164) sont incubées avec des
billes de Ni-NTA agarose liées a 50ng de protéines Histidine-STAT3, HistidineSTAT3 (716-770) ou
Histidine seule. Les billes sont récupérées par centrifugation et on analyse la présence des protéines GST-
p21 par un anticorps dirigé contre p21. Les mémes expériences sont réalisées avec les protéines GST p21
fixées sur des protéines de Glutathione Sépharose et un anticorps dirigé contre STAT3. Les différentes
protéines de fusion utilisées sont représentées avec leur domaine fonctionnel

B. Les cellules sont transfectées avec 500ng de vecteur contenant le promoteur Gal4 fusionné au geéne de la
luciférase en présence ou en absence d’un vecteur d’expression codant la protéine de fusion Gal4STAT3 ou
GAL4p53 auquel on ajoute ou pas un vecteur d’expression codant p21. Des extraits cytoplasmiques sont
réalisés 24heures aprés et analysés pour leur activité luciférase. La moyenne de quatre transfections est
montrée.
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3) Le recrutement de p21 sur ’ADN inhibe la transcriptoin d’un géne rapporteur

Les données présentées précédemment suggerent que le recrutement de p21 sur ’ADN

par divers facteurs de transcription tel que E2F1 ou STAT3 est capable d’induire une

inhibition générale de la transcription. Nous souhaitions alors savoir si p21 pouvait étre

considéré comme un inhibiteur général de la transcription.
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Figure 30 : p21 inhibe [’activité basale d’un gene rapporteur

A. Les cellules HT1080 sont transfectées avec 500ng de vecteur contenant le promoteur Gal4 fusionné au géne

B.

de la luciférase en présence ou en absence d’un vecteur d’expression codant la protéine de fusion Gal4p21
ou Gal4cycline D1 en contrdle. Des extraits cytoplasmiques sont réalisés 24heures apres et analysés pour
leur activité luciférase. La moyenne de quatre transfections est montrée. La fonctionnalité de la protéine
Gal4p21 est testée dans une expérience de geéne rapporteur utilisant le protocole décrit dans la figure 29A.

Les cellules HepG2 sont transfectées avec 500ng de vecteur contenant le promoteur Gal4 fusionné au géne
de la luciférase en présence ou en absence d’un vecteur d’expression codant la protéine de fusion Gal4p21
ou Gal4cycline D1 en contrdle. Des extraits cytoplasmiques sont réalisés 24heures aprés et analysés pour
leur activité luciférase. La moyenne de quatre transfections est montrée. La fonctionnalité de la protéine
Gal4p21 est testée dans une expérience de gene rapporteur utilisant le protocole décrit dans la figure 29A.
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Des expériences de géne rapporteur utilisant un vecteur contenant les séquences de
fixation a Gal4 fusionnées au gene de la luciférase, et un vecteur codant la protéine de fusion
entre le domaine de liaison a ’ADN de Gal4 et la protéine p21, ont été réalisées. L’expression
de Gal4 p21 induit une répression du géne rapporteur dans les deux types cellulaires étudiés
HT1080 et HepG2 (figure 30A-B). Ces expériences confirment ainsi le réle de p21 comme

inhibiteur général de la transcription.

4)Une forte expression de p21 inhibe la liaison a ’ADN de STAT3

Les premicres expériences effectuées a 1’aide du modele HT1080 ont été réalisées en
induisant I’expression de p21 par 50 uM d’IPTG. A cette concentration le géne inductible est
induit de maniére efficace mais 1’expression de p21 n’est cependant pas maximal. Nous
avions choisi cette concentration car elle permet d’inhiber la prolifération cellulaire de ces
cellules de maniere significative (>90% d’inhibition). Nous avons voulu cependant
déterminer les effets d’une forte concentration de p21 intracellulaire sur I’activité de STATS3.
Pour cela p21 a ét¢ induit a I’aide d’une concentration de 100uM d’IPTG. Cette concentration
permet une tres forte expression de p21 mais n’empéche pas ’activation de STAT3 par I’[L-6
(figure 31A). Dans ces conditions nous montrons que p21 inhibe la liaison de STAT3 a une
sonde biotinylée comportant le site de fixation de STAT3. Ces expériences ont été¢ confirmées
par des expériences d’immunoprécipitation de chromatine avec un anticorps dirigé contre
STAT3. L’induction de p21 empéchait ici le recrutement de STAT3 sur le promoteur de c-
myc (figure 31B). Enfin des expériences de gel retard in vitro utilisant une sonde radioactive
comportant les sites de fixations de STAT3 montrent que la protéine de fusion GSTp21 inhibe
la liaison a I’ADN de la protéine His STAT3-C (forme constitutivement dimérisée de STAT3)
(figure 31C). D’aprés ces expériences, nous concluons qu’en présence d’une concentration
importante de p21, la liaison a ’ADN de STAT3 est inhibée. Des expériences de gel-filtration
non présentées suggerent que I’inhibition de la liaison a ’ADN de STAT3 nécessite la

présence d’au moins deux protéines p21 sur le dimere de STAT3.
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Figure 31 : Une forte surexpression de p21 inhibe la liaison a I’ADN de STAT3

A. Des extraits totaux de cellules HT1080 traitées avec des concentrations croissantes d’IPTG sont réalisés et
analysés par western blot avec un anticorps dirigé contre p21 (ligne 1-6). Des extraits nucléaires de cellules
HT1080 prétaitées ou non avec 100uM d’IPTG et stimulées ou non 15 minutes a I’IL-6 (20ng/ml) sont
analysés par western blot avec des anticorps dirigés contre STAT3 et p21(ligne 7-10).

B. Des extraits nucléaires de cellules HT1080 prétraitées ou non avec 100uM d’IPTG et stimulées ou non a
I’IL-6(20ng/ml) sont incubés avec une sonde d’ADN biotinylée (40pmol) comportant le site consensus de
STATS3 (ligne 1-4). La sonde est précipitée avec des billes de streptavidine agarose et soumise ensuite a un
western blot dirigé contre STAT3.. Dans un second temps, des cellules HT1080 traitées de la méme fagon.
sont soumises a des expériences d’immunoprécipitation de chromatines avec des anticorps dirigés contre
STAT3 sur les séquences de liaison a ’ADN de STAT3 du promoteur de c-myc (ligne5-8).

C. Des protéines de fusion His STAT3 C (100ng) sont incubées avec une sonde d’ADN radioactive (10pg) en
présence ou en absence de protéines GSTp21 ou GST SRC. La liaison a I’ADN de His STAT3-C est alors
testée par gel retard (ligne 3-7). Un supershift de His-STAT3-C est réalis¢é avec 1’addition de 2ug
d’anticorps dirigés contre STAT3 (ligne 2).
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Schéma conclusion de la premiére partie :

En conditions normales

) o
cytokine » ©O_O (@) )
© oo © 0o facteur de croissance

Avec Inhibiteurs de Topoisomérase

o
cytokine o ©.O O ,
Y © oo © 0 facteur de croissance

c-myc/cdc25A

Figure 32 : Modeéle de régulation de la transcription des genes de la voie c-myc cdc25A4 par

I’inhibiteur du cycle cellulaire p21.

*: TK : Tyrosine kinase (c-src par exemple)
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Partie 2 : Le complexe STAT3-Rb réprime la

transcription de cdc25A
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L’activation de c-myc par le facteur de transcription STAT3 est un mécanisme connu
depuis longtemps. L’activation de cdc25A par c-myc est nécessaire a l’initiation de la
réplication par ce facteur de transcription. Ainsi de fagon indirecte STAT3 est impliqué dans
I’activation de cdc25A et de la réplication. Nous avons souhaité déterminer si STAT3 pouvait
avoir un réle plus direct sur la régulation de cdc25A. Afin d’étudier ce role nous avons
analys¢ le role de STAT3 dans un cadre d’activation classique par I’IL-6 et lors de son
activation par un stress oxydatif induisant également des cassures de I’ADN.

Pour réaliser cette étude, nous avons utilis¢ un modele cellulaire d’hépatocarcinome
HepG2. Nous avons montré dans un premier temps par des expériences
d’immunoprécipitation de chromatine que les facteurs de transcription STAT3 et c-myc sont
recrutés sur le promoteur de cdc25A apres une stimulation a I’IL-6. Ce recrutement est
associé¢ a une activation de cdc25A, activation détéctée par RT-PCR et Western Blot. D’un
point de vue cinétique, on peut noter le recrutement de STAT3 de maniére précoce sur le gene
tandis que celui de c-myc est plus tardif nécessitant vraissemblablement 1’augmentation de
son expression en réponse a I’[L-6 et STAT3.

Nous avons ensuite utilis¢é un modele de cellules colorectales LS174T possédant un
vecteur stable inductible a la tétracycline et codant pour des ARN interférents dirigés contre
myc. L’induction du vecteur empéche I’activation de cdc25A par I'IL-6 et STAT3, ce qui
confirme le réle essentiel du facteur de transcription c-myc pour I’activation de cdc25A par
STAT3. Avec le méme modele nous avons ensuite déterminé par des expériences
d’immunoprécipitation de chromatine quels étaient les cofacteurs recrutés respectivement par
STATS3 et le complexe STAT3 c-myc. Ces expériences nous ont ainsi permis de montrer que
c-myc est indispensable au recrutement de la kinase cdk9 et de I’ARNpolymérase de type I1.

Dans un second temps, nous avons voulu étudier le role de STAT3 sur le promoteur de
cdc25A en réponse au stress oxydatif. Ce stress active STAT3 et induit des dommages de
I’ADN. Dans des cellules HepG2 en croissance, le stress oxydatif induit la translocation
nucléaire de STAT3 et sa liaison au promoteur de cdc25A, résultat observé grace a des
expériences de Western Blot et d’immunoprécipitation de chromatide. Le stress oxydatif
induit également la liaison de la protéine Rb au promoteur de cdc25A. Le recrutement de
STATS3 et de Rb dans ces conditions n’induit pas une activation de cdc25A mais au contraire
réprime la transcription du géne et I’expression de la protéine. La liaison de STAT3 et de Rb
sur le promoteur de cdc25A s’oppose au recrutement de c-myc, expliquant la répression

observée du geéne cdc25A.
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Des expériences de d’immunoprécipitation de chromatine et de RT-PCR ont ensuite
été réalisées dans des cellules d’ostéosarcomes Saos-2. Ces cellules n’expriment pas
naturellement la protéine Rb et des expériences de RT-PCR montrent que I’expression de Rb
dans ces cellules grace a un vecteur exogeéne est absolument nécessaire a I’inhibition de
cdc25A lors d’un stress oxydatif. Cette inhibition est une nouvelle fois associée au
recrutement de Rb et de STAT3 sur le promoteur de cdc25A.

Finalement des expériences d’immunoprécipitation de chromatine en présence d’un
dominant négatif de STAT3 et des expériences de pull down nous ont permis de mettre en
évidence une interaction directe entre le domaine c-terminal et Rb. Ce domaine est nécessaire
au recrutement de Rb sur la chromatine par STAT3 et a I’inhibition de cdc25A

En résumé, nous avons montré que STAT3 est un régulateur transcriptionnel de
cdc25A. L’interaction fonctionnelle entre STAT3 et c-myc permet 1’activation de cdc25A
tandis que I’interaction physique et fonctionnelle entre STAT3 et Rb permet 1’inhibition du
geéne. Ainsi, la régulation de STAT3 sur le géne de cdc25A par Rb et c-myc est susceptible de
réguler la prolifération des cellules soumises a un stress oxydatif ou aux cytokiniques de la
famille de I'IL-6. Ces deux phénomeénes sont vraisemblablement importants pour la
progression tumorale et pour la thérapie, en particulier celle du colon. L’IL-6 peut étre a
I’origine de la prolifération observée au sein de ces tumeurs (363) tandis que le stress oxydatif
est une constante retrouvée dans tous les tissus tumoraux. Finalement, les agents de
chimiothérapie et la radiaothérapie sont également générateurs de stress oxydatifs. Ainsi la
perturbation de ces mécanismes pourrait participer au développement tumoral et a
I’inefficacité¢ des thérapies. Les résultats présentés en figure supplémentaire suggerent ainsi
que I’activation oncogénique de STAT3 empéche la répression de cdc25A et I’inhibition de la

prolifération induite par un stress oxydatif. Ces différents résultats sont schématisés figure 34.
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The STAT3 (signal transducer and activator of tran-
scription) transcription factor functions as down-
stream effector of growth factor signaling. Whereas
STAT3 activation is transient in normal cells, consti-
tutively activated forms of the transcription factor
have been detected in several cancer cell lines and
primary tumors. Through the up-regulation of cell cy-
cle and survival genes, STAT3 plays important roles in
cell growth, anti-apoptosis, and cell transformation
yet the molecular basis for this behavior is poorly un-
derstood. In this study, we show that STAT3 and its
transcriptional cofactors are recruited to the pro-
moter of the Cdc25A gene to activate its expression.
Using chromatin immunoprecipitations, we observed
that Myc is recruited to this promoter following STAT3
DNA binding. Moreover, small interfering RNA-medi-
ated knockdown of Myc specifically inhibits the
STAT3-mediated activation of Cdc25A. Reduction in
Myc protein level results in defective recruitment of
the CREB-binding protein, Cdk9, and RNA polymerase
complexes, indicating that Myc is necessary for STAT3
transcription. Surprisingly, the association of STAT3
with the Cdc25A promoter does not necessarily lead to
transcriptional induction because this protein also
functions as a transcriptional repressor of the Cdc25A
gene. Following hydrogen peroxide stimulation,
STATS3 forms a repressor complex with the retinoblas-
toma (Rb) tumor suppressor to occupy the Cdc25A pro-
moter and block its induction. In coimmunoprecipita-
tions and ChIP experiments, Rb was found to associate
with STAT3 on DNA and we provide evidence that Rb
binds directly to the transcription factor. Thus, we
propose that Myc and STAT3 cooperate to induce the
expression of Cdc25A and that their transcriptional
activity is normally regulated by the Rb tumor sup-
pressor gene.

Cell cycle progression relies on the activation of cyclins and
cyclin-dependent kinases (Cdk),* which successively act in G,
to initiate S phase and in G, to initiate mitosis. Two classes of
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! The abbreviations used are: Cdk, cyclin-dependent kinase; STAT,
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scription; CREB, cAMP-response element-binding protein; CBP, CRB-
binding protein; IL, interleukin; ROS, reactive oxygen species; Rb,
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cyclins get activated during the G; phase of the cell cycle,
D-type cyclins and cyclin E that assemble with their catalytic
partner (Cdk4 or Cdk6 for cyclin D and Cdk2 for cyclin E) (1, 2).
Active cyclin/Cdk complexes phosphorylate members of the
pocket protein family (Rb, p107, and p130) to release and
activate the E2F transcription factor and induce cell cycle
progression. Cyclin/Cdk complexes are inhibited by phospho-
rylation at two sites (Thr-14 and Tyr-15 in Cdk2) that are
dephosphorylated by members of the Cdc25 phosphatase fam-
ily. There are three members of this family designated Cdc25A,
Cdc25B, and Cdc25C that can be distinguished by their activity
throughout the cell cycle and that positively regulate cell cycle
progression by activating successive Cdks. Whereas Cdc25B or
Cdc25C regulates the G,-M transition through Cdkl dephos-
phorylation, Cdc25A mainly activates Cdk2 and induces pro-
gression from G; to S phase (3). Microinjection of Cdc25A
antibodies arrests cells prior to S phase, whereas ectopic ex-
pression of the phosphatase shortens the G; phase and accel-
erates cell cycle progression. Further confirming these func-
tions, Cdc25A has been described as an oncogene because the
protein is overexpressed in a wide variety of tumors and coop-
erates with Ras to induce cell transformation and tumors in
mice (4, 5).

Following mitogen stimulation of quiescent cells, Cdc25A
gets activated by E2F but also by other DNA-binding proteins
involved in cell cycle progression such as STAT3. STAT pro-
teins are a family of transcription factors that are normally
inactive within the cytoplasm and that accumulate in the nu-
cleus upon growth factor stimulation. Whereas STAT3 activa-
tion is transient in normal cells, the transcription factor is
persistently activated in a large number of tumors as a conse-
quence of aberrant growth factor or tyrosine kinase signaling
(6-9). In vivo, it has been recently suggested that the transcrip-
tion factor plays an important role in epithelial carcinogenesis
because STAT3-deficient mice are resistant to skin tumor (10).
In addition, a constitutively active form of the transcription
factor induces cell transformation of human breast epithelial
cells and rodent fibroblasts (11, 12). Through a combined inhi-
bition of apoptosis and activation of cell cycle progression, this
protein is believed to play a critical role in cell oncogenesis (8,
12-15). The transcription factor activates several genes in-
volved in cell cycle progression such as fos, cyclin D, or myc. It
up-regulates anti-apoptotic genes such as Bcl-2 and Bcel-XL
(12-14, 16, 17), and it also induces the expression of genes
involved in invasion and metastasis such as the matrix metal-
loproteinase-9 (11). Using the p2lwafl and myc genes as a
model, we have recently shown that STATS3 recruits histone
acetyltransferases such as NCoA1/SRC-1a or CBP. In addition,
it also associates with BRG1, the ATPase subunit of the SWI/

riboblastoma; GST, glutathione S-transferase; ChIP, chromatin immu-
noprecipitation assay.
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Fic. 1. STAT3 regulates the expression of Cdc25A. A, HepG2 cells were serum-starved for 2 days and stimulated with IL-6 (20 ng/ml)
or 10% fetal bovine serum (FBS) as indicated. Total RNA was prepared, and 20 ug of RNA was subjected to Northern blot analysis using a
human ¢cDNA probe (lanes 1-3). The membrane was stripped and reprobed with a 18 S oligonucleotide (18S, bottom panel). In parallel (lanes
4-6), HepG2 cells were serum-starved for 48 h and stimulated with IL-6 (20 ng/ml, lanes 2 and 4) for 15 h. Following stimulation, cell extracts
were prepared and Cdc25A expression was analyzed by Western blot with polyclonal antibodies directed against the protein. Membranes were
stripped, and equal loading was verified using tubulin antibodies. B, soluble chromatin was prepared from cells treated with IL-6 or not for
as indicated and immunoprecipitated (IP) with STAT3 antibodies. Final DNA extractions were amplified using two pairs of primers that cover
either the proximal Cdc25A promoter (lanes 1-4) or a distal region of the p21wafl promoter (lanes 5-8). In parallel (lanes 9-12), ChIP assays
were analyzed by real-time PCR and the percentage of immunoprecipitated DNA was calculated by comparison to input signals. Quantification

represents the average of three independent experiments.

SNF chromatin-remodeling complex, and with Cdk9, the elon-
gating kinase of the P-TEFb complex (18-20).

Despite our current understanding (21), the STAT3-medi-
ated regulation of the Cdc25A promoter remains to be eluci-
dated. In this study, we have found that STAT3 and its tran-
scriptional cofactors are recruited to the Cdc25A promoter
upon IL-6 stimulation. Interestingly, this cytokine also induced
the association of Myc with this promoter. Moreover, small
interfering RNA-mediated down-regulation of Myc prevented
the activation of Cdc25A by STATS, suggesting that the two
transcription factors synergize to induce the expression of the
phosphatase. Surprisingly, we found that the association of
STAT3 with the Cdc25A promoter does not necessarily lead to
transcriptional induction. Whereas cytokine stimulation leads
to the activation of the gene, reactive oxygen species (ROS)
activate STAT3 DNA binding but down-regulates the expres-
sion of Cdc25A. Under these conditions, we surprisingly ob-
served that the retinoblastoma protein Rb associates with
STAT3 on DNA to form a repressor complex. Thus, we propose
that Myc and STATS3 cooperate to induce the expression of
Cdc25A and that this effect is inhibited by the Rb tumor sup-
pressor gene to prevent cell cycle progression.

MATERIALS AND METHODS

Antibodies—Polyclonal anti-STAT3 (C20), anti-phospho-STAT3-
Tyr705 (B7), anti-CBP (A-22), anti-Rb (C15), c-Myc (N262), anti-Cdk9
(C20), and type II RNA polymerase (N-20) were obtained from Santa
Cruz Biotechnology. Anti-a-tubulin (T9026) was obtained from Sigma.

Luciferase Assays—Transient transfections were done using the cal-
cium phosphate precipitation method and repeated at least five times.
Cells were plated at a density of 8 X 10* in 6-well plates 24 h prior to
transfection. After 36—48 h post-transfection, cells were stimulated
with 500 uM hydrogen peroxide for 6 h and washed twice with ice-cold
phosphate-buffered saline and 300 pl of lysis buffer was added (0.1 m
KHPO,, pH 7.8, 0.1% Triton X-100). Luciferase activity was normalized
based on protein concentrations and then measured using a Packard
Topcount scintillation counter.

Immaunoprecipitation and Western Blot Analysis—Immunoprecipita-
tions were performed overnight at 4 °C with nuclear or whole cell
extracts (1-5 mg) in the presence of 1% Nonidet P-40. Cell extracts were
precleared with 40 ul of protein A-Sepharose (10% slurry in phosphate-

buffered saline) for 2 h at 4 °C, and cleared extracts were immunopre-
cipitated with 1 pg of the indicated antibodies overnight at 4 °C fol-
lowed by the addition of 20 ul of protein A-Sepharose for 1 h at 4 °C.
Immunoprecipitates were washed three times in lysis buffer (25 mm
HEPES, pH 7.9, 300 mm KCl, 0,2 mm EDTA, 10% glycerol, 1 mm
phenylmethylsulfonyl fluoride, 1 pug/ml leupeptin, 1 ug/ml aprotinin, 1
mM dithiothreitol) and one time with 20 mm Tris, pH 8, prior to the
addition of sample buffer. Following electrotransfer, membranes were
analyzed by Western blot with the indicated antibodies diluted in
Tris-buffered saline buffer (10 mm Tris, pH 8, 150 mM NaCl). Western
blot and luciferase assays were performed as described previously (18).
Northern blot were performed with 20 pug of RNA using human ¢cDNA
probes labeled with [*?P]JdCTP using the random-priming labeling kit
from Amersham Biosciences.

Pull-down Experiments—Pull-down reactions were performed by in-
cubating purified histidine, His-STAT3 full length, or His-STAT3716-77°
(200 ng) with purified GST or GST-Rb proteins (200 ng) in binding
buffer (20 mm Tris-HCI, pH 7.5, 137 mm NaCl, 1% Brij 96). After a
30-min incubation at 4 °C, the beads were washed once with binding
buffer, twice with binding buffer containing 0.5 M NaCl, and once with
20 mM Tris-HCI, pH 8. Samples were then analyzed by Western blot.

Chromatin Immunoprecipitation Assay (ChIP)—Cells grown to 60%
confluence were serum-starved for 2 days. Following stimulation, cells
were washed and then cross-linked with 1% formaldehyde at room
temperature for 10 min. Cells were washed sequentially twice with 1 ml
of ice-cold phosphate-buffered saline, centrifuged, and then resus-
pended in 0.5 ml of lysis buffer (1% SDS, 10 mm EDTA, 50 mM Tris-HCI,
pH 8.1, 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride, 1 pwg/ml leupeptin, 1 pg/ml
aprotinin) and sonicated three times for 15 s each. Supernatants then
were recovered by centrifugation at 12,000 rpm for 10 min at 4 °C,
diluted 3-10 times in dilution buffer I (1% Triton X-100, 2 mm EDTA,
150 mM NaCl, 20 mm Tris-HCI, pH 8.1), and subjected to one round of
immunoclearing for 2 h at 4 °C with 2 pg of sheared salmon sperm
DNA, 2.5 pg of preimmune serum, and 20 ul of protein A-Sepharose (of
50% slurry). Immunoprecipitation was performed overnight with spe-
cific antibodies and then 2 ug of sheared salmon sperm DNA and 20 ul
of protein A-Sepharose (of 50% slurry) were further added for 1 h at
4 °C. Note that the immunoprecipitations are performed in the presence
of 1% Nonidet P-40. Immunoprecipitates were washed sequentially for
10 min each in TSE I (0.1% SDS, 1% Triton X-100, 2 mMm EDTA, 20 mMm
Tris-HCI, pH 8.1, 150 mm NaCl), TSE II (0.1% SDS, 1% Triton X-100, 2
mM EDTA, 20 mMm Tris-HCI, pH 8.1, 500 mm NaCl), and buffer III (0.25
M LiCl, 1% Nonidet P-40, 1% deoxycholate, 1 mm EDTA, 10 mMm Tris-
HCI, pH 8.1). Bead precipitates then were washed three times with Tris
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borate-EDTA buffer and eluted three times with 1% SDS, 0.1 M
NaHCO,. Eluates were pooled and heated at 65 °C overnight to reverse
the formaldehyde cross-linking. Supernatants then were incubated for
1 h at 45 °C with proteinase K (80 ug each), and DNA was precipitated
using classical procedures. 5-10 ul from a 50-ul DNA preparation were
used for 25-30 cycles of PCR amplifications. The following primers were
used: region —2760/—2486, 5'-TTGTGCCACTGCTGACTTTGTC-3’ and
5'-AGCCTGAAGAAGGAGGATGTGAGG-3', of the p21lwafl promoter;
regions —222/-203, 5'-ATTTTGATCCCCGCTCTTCT-3’, and +39/+58,
5'-GAAAACCAAGCCGACCTACA-3’, of the Cdc25A promoter; regions
+29362/+29384, 5'-GAAGACCTGAAGAAGTTCCGCAC-3’, and
+29541/+29562, 5'-CCCCTCTCCAAATGTCACACAG-3', of the
Cdc25A promoter.

Serial ChIP Experiment—Following immunoprecipitation with the
first Rb antibody, beads precipitates were prepared as described above
and eluted during 4 h at 4 °C with 500 ul of dilution buffer II (1% Triton
X-100, 2 mm EDTA, 150 mMm NaCl, 20 mm Tris-HCI, pH 8.1, 1 mMm
phenylmethylsulfonyl fluoride, 5 mm Na,VO,, 5 mM NaF, 5-10 pg of a
purified GST-Rb fusion protein corresponding to amino acids 379-926).
This fusion protein is recognized by the C15 antibody and competes
with the endogenous Rb complexes. The supernatants were diluted 1-2
times in dilution buffer I, and immunoprecipitation was done overnight
with the second specific antibody. 2 ug of sheared salmon sperm DNA
and 20 ul of protein A-Sepharose (of 50% slurry) were further added for
1 h at 4 °C. Immunoprecipitates and beads then were washed as de-
scribed above, eluates were pooled and heated at 65 °C overnight to
reverse the formaldehyde cross-linking, and DNA then was
precipitated.

Real-time PCR—For ChIP quantification, PCR was performed with 5
wul of DNA and 5 pM primers diluted in a final volume of 5 ul of reaction
mixture LightCycler (2239264, Roche Diagnostics GmbH) and 4 mm

Western Blot

MgCl,. Accumulation of fluorescent products was monitored by real-
time PCR using a LightCycler. Each PCR reaction generated only the
expected specific amplicon as shown by the melting temperature pro-
files of final products (dissociation curve automatically measured by the
LightCycler) and by gel electrophoresis of test PCR reactions.

RESULTS

STAT3 and Myc Are Recruited to the Cdc25A Promoter upon
IL-6 Stimulation—To determine the effect of STAT3 on
Cdc25A, HepG2 cells were serum-starved and left untreated or
stimulated with IL-6 for 4 h. As described previously (21),
Northern blot analysis showed that cytokine or serum stimu-
lation induced the expression of the Cdc25A mRNA (Fig. 14,
lanes 1-3). In parallel, Western blot analysis also indicated
that IL-6 up-regulates the expression of the Cdc25A protein
(Fig. 1A, lanes 4—6). Because several STAT3 binding sites are
located within the Cdc25A proximal promoter, ChIP experi-
ments were then performed. As compared with untreated cells,
ChIP experiments indicated that STAT3 was recruited to the
proximal Cdc25A promoter upon IL-6 stimulation (Fig. 1B,
lanes 1-4). Using real-time PCR analysis, we found that DNA
binding reached a maximum after 30 min and then gradually
declined (Fig. 1B, lanes 9-12). As a control of DNA sonication
efficiency, PCR analysis did not detect any occupancy of a
control region located on the p2lwafl promoter (Fig. 1B,
lanes 5-8).

During the course of these experiments, we noticed that Myc
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Fic. 4. Recruitment of STAT3 and its transcriptional coactiva-
tors to the Cdc25A promoter. A, soluble chromatin was prepared
from cells treated with IL-6 or not for 30—90 min in the absence (lanes
1-3) or presence of doxycycline (Dox) (lanes 4-6) and immunoprecipi-
tated (IP) with the indicated antibodies. Final DNA extractions were
amplified using a pair of primers that covers the proximal promoter of
Cdc25A. B, ChIP analysis of the recruitment of the polymerase on the
coding region of the Cdc25A gene. DNA was amplified using a pair of
primers that covers the exon 13 of Cdc25A. pol 11, polymerase II.

was also induced by IL-6 and that its mRNA became apparent
as early as 30 min after cytokine stimulation. By contrast, the
Cdc25A mRNA was significantly expressed only after 90-120
min (Fig. 2A, compare middle and top panels). Because Myc
binds to the Cdc25A promoter to induce its expression (22, 23),
this result suggested to us that this transcription factor was
involved in the STAT3-mediated activation of Cdc25A. Effec-
tively, ChIP experiments indicated that IL-6 induced the asso-
ciation of Myc with the Cdc25A promoter (Fig. 2B, lanes 1-4).
As a control, PCR analysis did not detect any occupancy of the
control region (Fig. 2B, lanes 5-8). Importantly, real-time PCR
analysis indicated that Myc DNA binding reached a maximum
after 90 min when STAT3 binding and nuclear expression had
already declined (compare Figs. 1B and 2B, lanes 9-12). We
have been unable to detect any association between STAT3 and
Myec, further suggesting that the two proteins are not associ-
ated on DNA. Altogether, these results indicate that STAT3
and Myc are both recruited to the Cdc25A promoter to induce
its activation.

Myc Is Involved in the STAT3-mediated Activation of
Cdc25A—We then investigated the effect of Myc knockdown on
the IL-6-mediated activation of Cdc25A. To this end, we used a
doxycycline-inducible expression vector that drives Myc small
interfering RNA expression in the LS174T colorectal cell line
(24). As expected, IL-6 induced the expression of Myc in this
cell line but this effect was inhibited upon the addition of
doxycycline (Fig. 3A, lanes 1-8). To evaluate the effect of Myc
on the activation of Cdc25A, LS174T cells were serum-starved,
treated or not with doxycycline, and further stimulated with
IL-6. Under these conditions, reverse transcription (RT)-PCR
and Western blot analysis indicated that IL-6 had no signifi-
cant effect on the expression of Cdc25A in the absence of Myc
(Fig. 3B, lanes 1-8 and 9-16). Importantly, the expression of
p2lwafl was slightly enhanced, indicating that the inhibition
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Fic. 5. Hydrogen peroxide activates STAT3 but represses
Cdc25A. A, HepG2 cells were treated for the indicated times with
hydrogen peroxide. Nuclear cell extracts were prepared, and the acti-
vation of STAT3 was analyzed using antibodies directed against STAT3
or its Tyr-705- and Ser-727-phosphorylated forms as indicated. In par-
allel (lanes 5-7), the association of STAT3 with the Cdc25A promoter
was analyzed by ChIP assays and real-time PCR. The percentage of
immunoprecipitated (IP) DNA was calculated by comparison to input
signals, and quantification represents the average of three independent
experiments. B, HepG2 cells were treated for the indicated times with
hydrogen peroxide, and mRNA levels were analyzed by RT-PCR with
primers specific for the Cdc25A or glyceraldehyde-3-phosphate dehy-
drogenase (GAPDH) genes. In parallel (lanes 4-6), the expression of
Cdc25A was determined by Western blot analysis using tubulin level as
a control. C, the expression of Myc was evaluated by RT-PCR (lanes 1-3)
as described above, and ChIP experiments were performed to analyze
by real-time PCR the recruitment of Myc to the Cdc25A promoter
(lanes 4-6).

was specific to the Cdc25A gene and confirming that Myc is
involved in the down-regulation of the cell cycle inhibitor (Fig.
2B, lanes 1-8, middle panel) (25).

We have previously reported that STATS3 activates its target
genes through its association with the CBP coactivator and the
recruitment of the RNA polymerase and the Cdk9-elongating
kinase (18, 19). To determine whether Myc affects the associ-
ation of these proteins with the Cdc25A promoter, their recruit-
ment was analyzed by ChIP in LS174T cells pretreated or not
with doxycycline. In control conditions, STAT3 DNA binding
was associated with the recruitment of Myc, CBP, Cdk9, and
RNA polymerase II (Fig. 4A, lanes 1-3). As expected, the asso-
ciation of Myc with the Cdc25A promoter was inhibited when
cells were pretreated with doxycycline (Fig. 4A, lanes 4-6).
Whereas Myc down-regulation did not affect STAT3 DNA bind-
ing, the association of CBP, Cdk9, and RNA polymerase II with
the Cdc25A promoter was significantly inhibited (Fig. 44, lanes
4-6). Moreover, using a pair of primers that covers the exon 13
of the gene, we observed that Myc down-regulation prevented
the elongating form of the polymerase from reaching the 3’
region of the gene (Fig. 4B, compare lanes 1-3 and 4-6). In
each condition, no occupancy of a control region of the promoter
was observed (data not shown). Taken together, these results
suggest that the binding of Myc to the Cdc25A promoter is
necessary for STAT3 to induce the activation of this gene.
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phosphorylated forms (lanes 4-6). In paral-
lel, the recruitment of STATS to the Cdc25A
promoter was analyzed by ChIP (lanes 7-8).
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STAT3 Does Not Activate the Cdc25A Gene upon Oxidative
Stress—To extend our results, we then determined whether the
STAT3-mediated activation of Cdc25A was only related to IL-6
stimulation or whether this effect could also be observed with
other signaling pathways that induce STAT3 activation. Besides
cytokines and growth factors, ROS also function as signal trans-
ducers in several systems and can also trigger STAT3 phospho-
rylation and nuclear translocation (26, 27). To determine
whether the transcription factor activates Cdc25A upon oxida-
tive stress, asynchronously growing HepG2 cells were treated
with hydrogen peroxide, nuclear extracts were prepared, and
STAT3 activation was analyzed. As expected, ROS induced the
nuclear translocation of STAT3 and its phosphorylation on the
Tyr-705 and Ser-727 residues (Fig. 5A, lanes 1-4). Moreover,
ChIP experiments and real-time PCR analysis indicated that
STAT3 binds to the Cdc25A promoter upon ROS stimulation
(Fig. 5A, lanes 5-7). However, opposite to the effect of IL-6, we
surprisingly observed that hydrogen peroxide induced a down-
regulation of the Cdc25A mRNA and protein (Fig. 5B, lanes 1-3
and 4-6). Because Myc is involved in the regulation of Cdc25A,
we also characterized the effect of ROS on its expression. As
expected, Myc was expressed in growing cells but its mRNA was
down-regulated by hydrogen peroxide (Fig. 5C, lanes 1-3). Con-
sequently, ChIP experiments indicated that Myc was not associ-
ated with the Cdc25A proximal promoter upon oxidative stress
(Fig. 5C, lanes 4-6). Thus, we concluded from these results that
the binding of STAT3 to the Cdc25A promoter does not necessar-
ily lead to transcriptional activation.

Rb Is Recruited to the Cdc25A Promoter to Down-regulate Its
Expression—During the course of these experiments, we were

IP Rb

o
a-)
=
=

-222 +58

CDC25A

able to confirm the effect of IL-6 or ROS on Cdc25A expression
in several cell lines such as glioblastoma or colorectal cancer
cells (data not shown). However, we noticed that oxidative
stress did not inhibit the expression of Cdc25A in human os-
teosarcoma Saos-2 cells (Fig. 64, lanes 1-3). Importantly, ROS
stimulation induced the phosphorylation of STAT3 and its re-
cruitment to the proximal Cdc25A promoter in this cell line
(Fig. 6A, lanes 4-6 and 7-8). Moreover, p21wafl was induced
as expected under these conditions, indicating that this effect
was specific to the Cdc25A gene (Fig. 6A, lanes 1-3, bottom
panel).

Because Saos-2 cells lack a functional Rb protein, these
results suggested to us that Rb might be involved in the down-
regulation of the Cdc25A promoter. To verify this finding,
HepG2 or Saos-2 cells were cotransfected with a reporter con-
struct containing the Cdc25A promoter (28) in the presence or
absence of a vector expressing Rb. Following transfection, cells
were treated or not with hydrogen peroxide for 8 h and lucif-
erase activity was measured on cytoplasmic extracts. In HepG2
cells, ROS induced a 2-fold decrease in reporter gene activity,
which was further repressed in the presence of Rb (Fig. 6B,
lanes 1-3). Interestingly, when hydrogen peroxide was added to
Saos-2 cells, no repression of the Cdc25A promoter was ob-
served. By contrast, a significant down-regulation of reporter
gene activity was noticed in the presence of Rb (Fig. 6B, lanes
4-6). ChIP experiments then were performed to determine
whether this protein is associated with the proximal Cdc25A
promoter upon oxidative stress. Effectively, real-time PCR
analysis indicated that Rb was recruited to DNA when HepG2
cells were treated with hydrogen peroxide. Importantly, this
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Fic. 7. Rb is recruited by STAT3 to the Cdc25A promoter. A, HepG2 cells were treated with hydrogen peroxide for 30 min or left untreated.
Nuclear cell extracts were immunoprecipitated (IP) with polyclonal antibodies directed against Rb proteins (lanes 3—4) or a control serum (lanes
1-2). Samples then were separated by SDS-PAGE, transferred to a nitrocellulose filter, and probed with polyclonal antibodies directed against
STAT3 proteins (lanes 1-4, top panel) or Rb (lanes 1-4, bottom panel). Reciprocal immunoprecipitations were performed with polyclonal antibodies
directed against Rb (lane 5), STATS3 proteins (lanes 6-7), or a control serum (lane 8) followed by membranes blotting with polyclonal antibodies
directed against Rb (lanes 5-8). Note that the lower bands correspond to the IgG signal. B, soluble chromatin was prepared from HepG2 cells
treated or not with hydrogen peroxide for 30 min and immunoprecipitated (Ist IP and 2nd IP) with the indicated antibodies. The final DNA
extractions were amplified using a pair of primer that covers the proximal Cdc25A promoter. C, Saos-2 cells were transfected with vectors encoding
Rb or STAT3-B expression vectors as indicated. Following 48 h, cells were treated with hydrogen peroxide for 30 min and soluble chromatin was
prepared and immunoprecipitated with STAT3 (lanes I-6) or Rb antibodies (lanes 7-11). STAT3 antibodies were either directed against the
tyrosine-phosphorylated form of the protein (lanes 1-3) and hence recognized STAT3 and STAT3-B or directed against the C-terminal (Cter) domain
of the transcription factor (lanes 4—6) and recognized only STAT3. Results were analyzed by real-time PCR as described above and represent the
average of three independent experiments.

effect was not observed when cells were stimulated with IL-6, precipitations were performed using polyclonal antibodies di-
suggesting that the binding of Rb to the Cdc25A promoter is rected against Rb or STATS3. In each condition, the endogenous
ROS-specific (Fig. 6C, compare lanes 1-3 and 4-6). Taken proteins were found to coimmunoprecipitate upon hydrogen
together, these results indicate that Rb is recruited to the peroxide stimulation (Fig. 7A, lanes 3—-4 and 6-7). To deter-
Cdc25A promoter to repress its activity upon oxidative stress. mine whether the two proteins are associated on DNA, a serial

Rb Interacts with STATS3 on the Cdc25A Promoter—Because ChIP experiment then was performed. To do this, the soluble
Rb associates with several DNA-binding proteins, we asked chromatin was immunoprecipitated with Rb antibodies (Fig. 7,
whether the tumor suppressor interacts with STAT3 upon ROS  Ist IP), the immune complexes were released, and the chroma-
stimulation. To this end, HepG2 cells were treated with hydro- tin was further divided into two aliquots and reimmunoprecipi-
gen peroxide, nuclear extracts were recovered, and coimmuno- tated with CBP or STAT3 antibodies (2nd IP). Under these
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Fic. 8. Rb interacts directly with STAT3. A and B, schematic representation of the various fusion proteins used in the pull-down experiments
and their interaction with His-STAT3. C, purified GST-Rb proteins (50 ng) were incubated with histidine, His-tagged STAT3 C-terminal domain
(STATS3cter), or the constitutively activated form of STAT3 (His-STATS3) immobilized on nickel-agarose beads (100 ng). Samples then were
separated on polyacrylamide gels, and Rb binding was detected by Western blot using anti-Rb polyclonal antibodies (lane 1-4). His-tagged STAT3
fusion proteins corresponding to the activation domain of STAT3 (His-STAT3Cter, 100 ng) were tested for binding to GST or to GST-Rb (50 ng)
immobilized on Sepharose beads (lanes 5-8). Samples were then separated on polyacrylamide gels, and STAT3 binding was detected by Western
blot using anti-STATS3 polyclonal antibodies (lanes 5-8). D, the binding of his-STAT3 or His-STAT3Cter was tested by pull-down experiments using
various fragments of Rb immobilized on Sepharose beads as described in C.
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conditions, STAT3 antibodies were able to immunoprecipitate
the Cdc25A promoter, whereas this was not the case with the
CBP antibody (Fig. 7B, lanes 1-4). In each condition, PCR
analysis did not detect any occupancy of a control DNA region
(data not shown).

To extend this result, we made use of a dominant negative
form of STAT3, STAT3p, a splice variant that functions in a
competitive manner to block STAT3 DNA binding (13, 29, 30).
Transient transfectants of Saos-2 cells were generated, and
ChIP experiments were conducted to determine whether the
inhibition of STAT3 DNA binding also prevents the association
of Rb with DNA. As expected, we observed that STAT3S pre-
vents the association of the endogenous STAT3 with the
Cdc25A promoter upon ROS stimulation (Fig. 7C, lanes 4-6).
Note that two different antibodies were used. One (lanes 1-3) is
directed against the tyrosine-phosphorylated form of STAT3
and recognizes both STAT3 and STAT3p, and the second (lanes
4-6) binds to the activation domain of STAT3 and does not
recognize STAT3B. Confirming the above results, ROS induced
the association of transfected Rb with the Cdc25A promoter
upon ROS stimulation of Saos-2 cells. However, this binding
was significantly inhibited in the presence of STAT3g (Fig. 7C,
lanes 10-11).

We then investigated which domain(s) in Rb mediated the
interaction with STAT3. To this end, pull-down experiments
were performed using various forms of GST-Rb or His-STAT3
proteins expressed in bacteria (Fig. 8, A and B). Results indi-
cated that GST-Rb interacts with His-STAT3 and C-terminal
His-STATS3 but not with histidine alone (Fig. 8C, lanes 2 and 4).
Additionally, His-STAT3Cter interacts with GST-Rb but not
with GST alone (Fig. 8C, lanes 7-8). Using various fragments
of Rb, we also observed that STAT3 did not interact with amino
acids 646-926 of GST-Rb or with the 646-772 fragment. By
contrast, the transcription factor was able to bind to amino
acids 379-572 of Rb (Fig. 8D, lanes 10-12). Taken together,
these results suggest that Rb binds directly to STAT3 and is
recruited by the transcription factor to the Cdc25A promoter to
repress its expression.

DISCUSSION

The results presented in this study extend the functions of
STATS3 and indicate that Myc and Rb regulate the activity of
the transcription factor. We have found that STAT3 cooperates
with Myc to induce the expression of Cdc25A and that the
association of Myc with the phosphatase promoter is necessary
for STATS3 to activate this gene. Importantly, STAT3 is proba-
bly not directly involved in the recruitment of Myc because the
association of this transcription factor with the Cdc25A pro-
moter is maximal when STAT3 DNA binding starts to decline.
Moreover, we were not able to detect any association between
the two transcription factors. Although the two proteins did not
interact, RNA interference experiments clearly indicate that
Myc activation is an essential step in the STAT3-Cdc25A path-
way. Therefore, further experiments are needed to understand
the molecular mechanisms by which Myc regulates the tran-
scriptional activity of STAT3 on the Cdc25A promoter. On the
cyclin D2 promoter, recent results have reported that Myc is
probably not involved in the formation of the preinitiation
complex containing the RNA polymerase and the TFIID/TFIIB
complexes (31). In our hands, we also observed that the CBP
and RNA polymerase proteins were recruited by STAT3 before
Myc DNA binding, suggesting that this protein is not involved
in the initial steps of the preinitiation complex loading. Inter-
estingly, it has been reported that Myc is necessary for the
loading of TFIIH, Cdk9, and mediator complexes on its target
promoters (31, 32). In addition, Myc interacts with the TIP60
histone acetyltransferase and with the INI1 subunit of the

STATS3 Regulates the Expression of Cdc25A

SWI/SNF complex (32-34). Therefore, one potential explana-
tion is that the STAT3-CBP complex might be involved in the
loading of the RNA polymerase on the Cdc25A promoter,
whereas Myc may confer a permissive state on chromatin,
allowing the recruitment of the P-TEFb complex and transcrip-
tional elongation. In line with this hypothesis, we have recently
shown that STATS3 regulates chromatin remodeling and tran-
scriptional elongation through its interaction with BRG1 and
Cdk9 (19).

These results also indicate that STAT3 may function not only
as a transcriptional coactivator but also as a transcriptional
repressor when associated with the Rb tumor suppressor gene.
The interaction between STAT3 and Rb is probably not only
induced by ROS stimulation but also by other signaling path-
ways that relies on STAT3 to repress cell proliferation. For
instance, oncostatin M, an interleukin-6 family cytokine, inhib-
its cell cycle progression through STAT3 activation, yet the
molecular basis for this behavior remains to be characterized.
It will be interesting to determine whether this cytokine in-
duces the association between Rb and STATS3 to repress the
expression of cell cycle genes. It is well known that Rb is
associated with proteins such as histone deacetylases or meth-
yltranferases to repress the E2F family of transcription factors
(35). Thus, these corepressors are probably also recruited by Rb
to the STAT3-dependent promoters and one hypothesis would
be that Rb prevents STATS3 activity by recruiting remodeling
factors such as HDAC1, DNMT1, and members of the SWI/SNF
complex (36-38). This would lead to transcriptional repression
of STAT3 target genes, thereby inhibiting the effect of the
oncogene on cell proliferation. Because the capacity of Rb to
repress transcription is a function of its phosphorylation state,
these observations also raise the interesting hypothesis that its
interaction with STAT3 might be regulated by cyclin/Cdk and
that it could fluctuate during cell cycle progression. Because
STATS3 is present in the nucleus in early G; and since we have
previously shown that the transcription factor interacts with
cyclin D1 (39), we speculate that Cdk4 and not Cdk2 might
regulate the interaction between these two proteins.

Besides their normal functions, the STAT3 and Myc tran-
scription factors play an important role in tumorigenesis (10,
12, 40). Myc has already been reported to cooperate with an
activated Ras allele in cell transformation (41, 42), and our
results indicate that this protein might also cooperate with the
STATS3 oncogene. Although previous results have already re-
ported that Myc is required for the transforming activity of
STAT3 (43), it remains to be determined whether there is a
significant overlap between the set of target genes activated by
the two transcription factors. A comprehensive analysis of their
common targets should give insights into the genes that are
necessary for the two proteins to induce cell transformation,
and our results already suggest that Cdc25A is one of these
important targets. Therefore, we propose that the STAT3-Myc
oncogenic pathway induces the expression of Cdc25A to allow
cell transformation and that this is normally controlled by the
Rb tumor suppressor gene. This result extends previous studies
by our laboratory and others (44, 45), showing that both p53
and p2lwafl prevent STAT3 activation. This leads us to pro-
pose a model by which the two main tumor suppressor path-
ways, p53 and INK4, prevent the effect of STAT3 and Myc on
cell transformation through the activation of p21 and Rb. The
frequent inactivations of p53 or Rb observed in cancer cells
might therefore not only induce cell cycle progression but also
favor STAT3 transcriptional activity toward the activation of
growth-promoting genes such as Cdc25A.
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Résultats supplémentaires non publiés :

Afin d’étudier I’effet d’un stress oxydatif dans un mod¢le d’activation oncogénique de
STAT3, nous avons inséré de manicre stable un vecteur codant I’oncogene v-src dans la
lignée LS174T. Cette lignée exprime alors 1’oncogeéne et présente une forte activation de
STAT3 détectée par un western blot dirigé contre la forme active de STAT3 (phosphorylation
de la tyrosine 705). Cette lignée est alors traitée par un stress oxydatif de facon similaire a la

lignée contrdle (lignée stable pour un vecteur vide).
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Figure 33 : L activation oncogénique de STAT3 limite la répression de cdc254 et l'inhibition

de la réplication induite par un stress oxydatif

A. Des extraits totaux sont réalisés a partir de cellules en croissance tranfectées ou non par un vecteur codant
I’oncogeéne v-src. Les extraits sont ensuite analysés par western blot avec un anticorps dirigé contre la forme
active de STAT3 (tyrosine 705 phosphorylée) et un anticorps dirigé contre la région c-terminale de STAT3
(ligne 1-2) Ces mémes cellules sont ensuite traitées par du peroxyde d’hydrogéne durant les temps indiqués
et I’expression des ARNm de cdc25A et c-myc est mesurée par RT-PCR.

B. Les mémes cellules sont traitées ou non par du peroxyde d’hydrogeéne durant 6h, et incubées avec du BrDU
durant les 30 dérniére minutes. Le cytogramme et 1’incorporation du BrDU sont alors déterminés par
cytométrie de flux. L’ADN est marqué par I’iodure de propidium et le BrDU par un anticorps couplé au
FITC. Les résultats représentent la moyenne de quatre expériences.
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Le traitement au peroxyde d’hydrogeéne induit une répression significative de la
transcription des protéines c-myc et cdc25A dans la lignée controle dés deux heures de
traitement. En revanche, I’inhibition n’est pas significative dans les cellules exprimant
I’oncogene v-src méme apres quatre heures de traitement (figure 33A).

Nous analysons ensuite le cycle cellulaire et la réplication de ces deux lignées en
réponse au stress oxydatif (figure 33B). En condition contrdle, les deux lignées présentent un
cytogramme classique et un taux de cellules en phase S avoisinant respectivement 15% et
20% pour la lignée contrdle et la lignée exprimant v-src. Les cellules en phase S incorporent
le BrDU, montrant ainsi que la réplication est active. Aprés un traitement de 6h par du
peroxyde d' hydrogene, le pourcentage de cellules contréles en G1 augmente l€gerement mais
de facon significative a chaque expérience. De fagon similaire le taux de cellules en phases S
diminue légerement. En revanche, 1’analyse au BrDU montre que, dans leur majorité, ces
cellules ne répliquent plus activement leur ADN (seulement 25% des cellules en phase S
incorporent encore le BrDU. L’analyse des cellules exprimant I’oncogene v-src révele un tout
autre phénotype : le pourcentage de cellules en phase G1 n’est pas augmenté tandis que celui
en phase S est l1égérement relevé, de fagon significative cependant. Finalement une large
proportion de ces cellules répliquent activement leur ADN (environ 60% des cellules en phase
S).

Ces résultats suggerent que 1’activation constitutive de STAT3 s’oppose a I’inhibition
de la transcription de c-myc et cdc25A en réponse au stress oxydatif et aux dommages de
I’ADN qu’il induit. Il est ainsi possible que la voie oncogénique STAT3 c-myc cdc25A
maintienne 1’activité de la kinase cdk2 en empéchant 1’activation de Rb et sa liaison a STAT3
malgré la présence des dommages de I’ADN. Ce mécanisme expliquerait I’inhibition du point

de controle de la phase S observée dans la figure 33.
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Schéma conclusion de la seconde partie :

Signal mitotique

. o
cytokine OOO% 0 oo facteur de

croissance

Activation de
cycline E cdk2
La réplication est
initiée

cdc2bA

Stress oxydatif

cytokineg

00 0¢2
0o OO facteur de

Stress oxydatif en présence
de STAT3 oncogénique

O facteur de

: 00 O .
cytokine 0790 = 90 cpoissance

Arrét de la réplication

Inhibition de cycline E/A-cdk2 cycline E/A-cdk2 reste activé

La réplication continue

Figure 34 : Régulation de la transcription de cdc25A par l'interaction fonctionnelle entre

STAT3 c-myc et STAT3 Rb

* TK : Tyrosine kinase c-src par exemple
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Partie 3 : La voie oncogénique SRC-STAT3

inhibe [a sénescence induite par la

doxorubicine
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Les études précédentes montrent que 1’activité transcriptionnelle de STAT3 est régulée
par les inhibiteurs du cycle cellulaire p21 et Rb lors de leur activation par les dommages de
I’ADN. Le recrutement direct de ces deux protéines sur le domaine transcriptionnel de
STATS3 inhibe son activité et induit au contraire une répression de la transcription des genes c-
myc et cdc25A. Cependant, dans la seconde partie, nous avons montré que 1’activation
oncogénique de STAT3 par I’oncogene v-src perturbe cette régulation et s’oppose a 1’activité
de Rb favorisant alors la réplication de ces cellules en dépit des dommages de I’ADN. Nous
avons alors souhaité déterminer si I’activité oncogénique de STAT3 perturbait également
I’activité de p21 en réponse aux dommages de I’ADN.

Afin de comprendre ces mécanismes, nous avons étudié¢ I’impact de 1’oncogene v-src
sur un traitement inhibiteur des topoisomérase II et induisant des cassures de I’ADN. Pour
cela, nous avons utilis¢ la lignée HT1080 décrite précédemment. Dans un test de
clonogénicité (capacité d’une cellule traitée a former une colonie) la cellule exprimant
I’oncogeéne v-src est plus résistante au traitement que la cellule exprimant un vecteur vide
pbabe. Le traitement a la doxorubicine induit un phénotype assimilable a de la sénescence
dans les cellules HT1080. Ce phénotype est en revanche peu observé méme a de fortes
concentrations de doxorubicine dans les cellules exprimant 1’oncogéne v-src.

L’activation de p21 par le vecteur inductible induit également un phénotype
assimilable a la sénescence et nous a donc permis de tester la fonctionnalité¢ de ce programme
dans les cellules exprimant v-src. L’induction de p21 induit dans les deux types cellulaires le
programme de sénescence et inhibe la prolifération. Dans les cellules exprimant v-src,
I’induction de p21 est associée au recrutement de p21 sur STAT3 lié au promoteur de c-myc.
Ceci inhibe la transcription de c-myc. p21 est donc capable d’inhiber 1’activité oncogénique
de la voie Src-STAT3 de facon similaire a I’inhibition de la voie IL-6 STAT3. De plus, ces
expériences montrent que le programme de sénescence est fonctionnel dans les cellules
exprimant v-src.

La résistance des cellules exprimant v-src est associée a un changement de leur ploidie
caractérisé par 1’analyse de leur cytogramme aprés 48h de traitement a la doxorubicine (les
cellules deviennent tétraploides). Au cours du traitement, ces cellules sont capables d’entrer
rapidement en mitose. Cette mitose est cependant anormale et génére des cellules a 4N
chromosomes possédant 1 noyau anormalement grand (38%) ou deux noyaux (54%) (Figure
9). Ces cellules possédent aussi fréquemment des micronoyaux qui correspondent a des petits
fragments chromosomiques. L’incorporation de BrDU dans ces cellules montre qu’une

proportion non négligeable d’entre elles sont capables de re-répliquer leur ADN aprés cette
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catastrophe mitotique. L’analyse du cytogramme des cellules ayant survécu 4 semaines apres
le traitement montre que ces cellules tétraploides sont trés instables génétiquement et
produisent des clones aneuploides compris entre 2 et 4N chromosomes (résultats non
montrés).

Les cellules HT1080 contrdles présentent un tout autre phénotype. L’analyse de
I’index mitotique montre que ces cellules activent le point de contrdle de la phase G2 durant
les 36 premicres heures de traitement. Les cellules qui entrent ensuite en mitose subissent une
catastrophe mitotique et sont incapables de re-répliquer leur ADN. Ces cellules présentent un
phénotype assimilable a celui observé dans des cellules sénescentes et 1’analyse du complexe
cycline E-cdk2 révele la présence de p21. Ces cellules possédent des caractéristiques
cytologiques comparables a celles des cellules exprimant v-src avec cependant de fagon
générale un nombre de micronoyaux inférieurs et la présence non négligeable de cellules a 2N
chromosomes. Ce mécanisme pourrait étre du a la présence de dommages de ’ADN plus
importants au moment de la mitose dans la cellule exprimant v-src par rapport a la cellule
controle. Ceci est a vérifier et pourrait impliquer 1’entrée plus rapide en mitose des cellules
exprimant v-src (pas de réparation de I’ADN au cours de la phase G2, réplication incompléte
des sites commun de fragilités, décaténation des chromatides sceurs incomplétes) par rapport
aux cellules controles.

Afin d’expliquer ces mécanismes, des expériences de Western blot et de RT-PCR ont
¢été réalisées afin de tester I’expression des protéines c-myc et p21. De facon constitutive, le
facteur de transcription c-myc est surexprimé dans les cellules exprimant 1’oncogéne v-src a
travers son activation transcriptionnelle par STAT3 (figure 35). Le traitement a la
doxorubicine induit 1’activation de p21 dans les cellules contréles mais pas dans les cellules
exprimant v-src. De facon diamétralement opposée, le facteur de transcription c-myc est
réprimé dans les cellules controles mais pas dans celles exprimant v-src. Ainsi de fagon
similaire aux résultats observés dans la premiére partie, 1’activation de p21 par les dommages
de ’ADN est associée a I’inhibition de la transcription de c-myc.

Nous analysons ensuite les protéines présentes au niveau du promoteur de p21 par des
expériences d’immunoprécipitation de chromatines. Ces expériences montrent qu’aprés un
traitement a la doxorubicine, le facteur de transcription p53 est recruté sur le promoteur de
p21 dans les deux types cellulaires. De fagon similaire le facteur de transcription Mizl est
recruté sur I’INR de p21. En revanche au niveau de cet INR , ces expériences montrent que le
facteur de transcription c-myc est seulement recruté dans les cellules exprimant v-src. Le

recrutement du complexe Miz- Myc empéche ’activation du géne p21 par p53 et explique
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I’absence d’induction de p21 par les dommages de ’ADN dans les cellules exprimant
I’oncogene v-src.

Finalement, nous montrons que [’expression de v-src n’augmente pas 1’apoptose
induite par la doxorubicine. La catastrophe mitotique peut induire 1’apoptose, en particulier
lorsque p53 n’est pas fonctionnel (275). L’inhibition de p21 était donc susceptible d’activer
I’apoptose dans ces cellules. Nous mesurons I’expression de geénes anti-apoptotiques et
montrons que les cellules exprimant v-src ont un fort taux d’ARNm codant la protéine Bcl-
XL. 11 est probable que STAT3 soit a I’origine de ce phénotype car Bcl-XL est I'un des génes
cibles de STAT3. Ainsi ces résultats suggerent que ’activation de Bcl-XL par la voie Src-
STAT3 supprime I’induction de 1’apoptose induite par la catastrophe mitotique.

En résumé, ces travaux montrent que p21 controle I’activité oncogénique de STAT3
en réprimant son activité transcriptionnelle sur des geénes comme c-myc. Cependant
I’activation constitutive de c-myc par STAT3 peut inhiber I’activation de p2l1 par les
dommages de I’ADN, facilitant ainsi la résistances de ces cellules a des drogues antitumorales
comme les inhibiteurs de topoisomérase II. Ces mécanismes sont a 1’origine d’une instabilité
génomique accrue engendrée par 1’échappement au traitement. Ces différents points sont

schématisés figure 38.
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Src Inhibits Adriamycin-Induced Senescence and G, Checkpoint
Arrest by Blocking the Induction of p21waf1

Arnaud Vigneron,1 Igor B. Roninson,” Erick Gamelin,' and Olivier Coqueret]

'Institut National de la Sante et de la Recherche Medicale U564, Cancer Center Paul Papin, Angers, France and

’Ordway Research Institute, Albany, New York

Abstract

DNA-damaging drugs stop tumor cell proliferation by
inducing apoptosis, necrosis, or senescence. Cyclin-dependent
kinase inhibitor p2lwafl is an important regulator of these
responses, promoting senescence and preventing aberrant
mitosis that leads to cell death. Because tumors expressing
oncogenic tyrosine kinases are relatively resistant to DNA-
damaging agents, the effects of Src on cellular responses to
anticancer drug Adriamycin were investigated. Src expression
increased drug survival in HT1080 fibrosarcoma cells, as
measured by the colony formation assay, and strongly
inhibited Adriamycin-induced senescence. Src also decreased
the number of apoptotic cells while increasing the fraction of
cells dying through necrosis. In addition, Src inhibited the G,
and G; tetraploidy checkpoints of Adriamycin-treated cells,
permitting these cells to proceed into mitosis and subse-
quently double their DNA content. Inhibition of senescence
and G,-G; checkpoints in Src-expressing cells was associated
with the failure of these cells to up-regulate p2lwafl in
response to Adriamycin. The failure of p2lwafl induction,
despite increased expression of p53 and its binding to
p2lwafl promoter, was mediated by the up-regulation of
c-Myc, a negative regulator of p2lwafl transcription. Con-
versely, ectopic expression of p2lwafl inhibited Myc tran-
scription in Src-expressing cells, an effect that was associated
with the interaction of p21wafl with the STAT3 transcription
factor at the Myc promoter. These results reveal a complex
effect of Src on cellular drug responses and provide an
explanation for the effect of this oncogene on cellular drug
resistance. (Cancer Res 2005; 65(19): 8927-35)

Introduction

The response of tumor cells to DNA-damaging anticancer drugs
is determined by many proteins and pathways that regulate drug
uptake or efflux, drug-DNA interactions, damage repair, or cellular
responses to unrepaired DNA damage. The latter responses include
the activation of G; and G cell cycle checkpoints, which provide
cells with the time to repair damage and prevent the entry of
damaged cells into mitosis, the critical phase of the cell cycle.
Damage-induced checkpoint arrest, however, may also lead to
permanent cessation of cell division associated with phenotypic
changes originally associated with replicative senescence. In
contrast to replicative senescence, however, damage-induced

Requests for reprints: Olivier Coqueret, Institut National de la Sante et de la
Recherche Medicale U564, Cancer Center Paul Papin, 2 rue Moll, 49033 Angers, France.
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univ-angers.fr.
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senescence (sometimes termed stress or aberrant signaling induced
senescence or STASIS) is not mediated by telomere shortening (1).
Cells that enter mitosis after DNA damage frequently undergo
aberrant mitosis (mitotic catastrophe), which may lead either to
cell death through apoptosis or necrosis or to senescence,
apparently as a result of stabilization of the G; tetraploidy
checkpoint. In the present article, we use the term senescence
rather than STASIS, because this term has become established in
the description of drug effects. The relationships among different
cellular responses to DNA damage are illustrated in Fig. 1 (modified
from ref. 1).

The role of different cellular responses in drug resistance can be
studied by comparing the survival of drug-treated cells where
genes regulating different responses are up-regulated or down-
regulated by genetic manipulations. Such analysis has been
frequently carried out through the overexpression of apoptosis-
inhibiting genes. Inhibition of apoptosis was shown to diminish
treatment response in some cases (such as hematopoietic malig-
nancies), but it had little effect on drug or radiation survival as
measured by clonogenic assays in many cell lines derived from
human solid tumors. Under these conditions, increased induction
of senescence or mitotic catastrophe compensated for the
inactivation of the apoptotic program, resulting in undiminished
antiproliferative effect of drug treatment (2).

Cell cycle effects of DNA damage are determined to a large
extent by the tumor suppressor p53, which is activated in
response to the damage, and by the cyclin/cyclin-dependent
kinase (cdk) inhibitor p21wafl, which is transcriptionally induced
by p53 and by p53-independent mechanisms. In the absence of
p53 or p2lwafl, tumor cells do not undergo G; arrest and show
diminished G, checkpoint and G, tetraploidy checkpoint, result-
ing in abnormal mitosis that leads to polyploidization and cell
death (3-6). Inactivation of p53 or p2lwafl also strongly
diminishes the induction of senescence in drug-treated cells (4).
Finally, p53 inactivation also weakens in most cases the apoptosis
response, whereas p2lwafl knockout can have an opposite,
proapoptotic effect. As a result of these complex effects, the effect
of p53 inactivation on the survival of treatment varies greatly
depending on the cell line and the damaging agent (2, 7). p21wafl
inactivation has been much less frequently analyzed, and
although p2lwafl mutations are rare, its inhibitory functions
can be down-regulated in tumor cells through promoter
methylation or cytoplasmic relocalization (8-11). This down-
regulation should affect the response of tumor cells to DNA-
damaging drugs.

Tumors expressing oncogenic tyrosine kinases, such as Src or
Ber/Abl, are relatively resistant to therapeutic drugs that induce
DNA damage (12). Although this has been linked to an enhanced
expression of survival proteins and apoptosis escape (13), these
signaling pathways may also modulate other cell cycle responses to
DNA damage to induce chemoresistance. In the present study, we
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have investigated the effects of Src expression on the response to
DNA-damaging drug Adriamycin (doxorubicin) in human HT1080
fibrosarcoma cells that are relatively resistant to damage-induced
apoptosis (14, 15). As shown previously, Adriamycin-treated
HT1080 cells undergo both cell death (as a consequence of mitotic
catastrophe) and senescence (4). These responses to Adriamycin
are regulated to a large extent by p21wafl. In particular, inhibition
of p53-dependent p2lwafl induction diminishes Adriamycin-
induced senescence while increasing mitotic catastrophe and
apoptosis, and overexpression of p2lwafl produces the senescent
phenotype (4). In the present study, we found that Src expression
in HT1080 cells increased cellular resistance to Adriamycin. This
effect was associated with a strong decrease in drug-induced
senescence and G, checkpoint arrest as well as a diminution in
apoptosis and an increase in necrosis. The effects of Src on cell
cycle checkpoints and senescence were associated with the
prevention of p2lwafl induction in drug-treated cells due to
transcriptional inhibition of p21wafl by the Myc protein, which is
induced by Src. We have also found that p2lwafl inhibits Myc
transcription through its interaction with the STAT3 transcription
factor at the Myc promoter. These results reveal a new network of
transcriptional interactions that has a profound effect on tumor
cell responses to chemotherapy.

Materials and Methods

Antibodies and cell lines. Antibodies against STAT3 (C20), Src (B-12),
p2lwafl (C19), Miz-1 (H190), c-Myc (N262), p53 (FL393), cyclin E (M20),
cyclin D1 (H295), and phospho-histone H3 (Ser'®) were obtained from
Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA). Antibodies against phospho-
STAT3-Tyr’® were from Cell Signaling Technology (Beverly, MA). Anti-a-
tubulin (T9026) was obtained from Sigma (St. Louis, MO). The fibrosarcoma
cells used in this study correspond to the HT1080 p21-9 cell line that carries
p2lwafl in an isopropyl-L-thio-p-p-galactopyranoside (IPTG)-inducible
vector as described previously (4). Note that this cell line (referred in
the text as HT1080) is p16INK4 deficient and expresses wild-type Rb and
P53 (4, 16).

Cell culture, colony formation assay, synchronization, and extract
preparation. For colony formation assay (Fig. 2D), 1.5 X 10° cells were
plated per 10 cm plate and treated with different doses of Adriamycin for
48 hours. Cells were then washed, trypsinized, and replated in drug-free
medium in six-well plates (diluted 100,000-100 cells per well) and allowed
to form colonies for 14 days. For synchronization experiments, growing
HT1080 cells were treated with 1 mmol/L hydroxyurea for 14 hours,
washed, and further grown in RPMI with 10% fetal bovine serum for the

indicated times. The percentage of senescent cells was determined by
staining SA-P-gal activity using X-gal at pH 6.0; positive cells were then
counted by bright-field microscopy after scoring 100 to 1,000 cells for
each sample. Nuclear extracts were prepared as described before (17). For
total cell extracts, 200 puL extraction buffer [10 mmol/L HEPES (pH 7.9),
1.5 mmol/L MgCl,, 10 mmol/L KCl, 1 mmol/L phenylmethylsulfonyl
fluoride (PMSF), 1 pg/mL leupeptin, 1 pg/mL aprotinin, 1 mmol/L DTT]
was added to the plates. After a 15-minute incubation on ice, total
extracts were recovered by centrifugation at 12,000 rpm for 5 minutes,
and extracts were either used immediately or frozen and stored at —80°C.
Senescence was evaluated by measuring SA-PB-gal activity as described
previously (16).
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Figure 2. Src inhibits Adriamycin-induced senescence and confers resistance
to Adriamycin. A, HT1080 cells were stably transfected with an expression vector
encoding for the activated form of v-Src (HT1080-Src) or the corresponding
parental plasmid (babe). Following G418 selection of 40 to 50 pooled clones,
overexpression of Src was analyzed by Western blot and polyclonal antibodies
against the protein (lanes 1 and 2, top). Membranes were stripped and reprobed
with a control antibody directed against the Tyr’%>-phosphorylated form of
STAT3 or against a-tubulin as indicated. B, growing cells were left untreated or
treated with Adriamycin for 72 hours, fixed, and then stained with X-gal. The
percentage of senescent cells was evaluated as the number of cells expressing
SA-p-gal activity (representative of three experiments). C, cells were treated
with Adriamycin (30 nmol/L) for 24 hours, washed, and then grown in 10% serum
for the indicated times (representative of three experiments). D, HT1080

cells expressing Src or not were treated with Adriamycin for 2 days, washed,
replated, and further grown for 14 days in drug-free medium as described in
Materials and Methods. Colony formation was then counted using an inverted
microscope, and for each cell line (expressing Src or not), growth of nontreated
cells was set up at 100%. Clonogenic survival was then plotted as a fraction
relative to these untreated cells.
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Chromatin immunoprecipitation assay. Cells were washed and cross-
linked with 1% formaldehyde at room temperature for 10 minutes. Cells
were washed sequentially twice with 1 mL ice-cold PBS, centrifuged, and
then resuspended in 0.5 mL lysis buffer [1% SDS, 10 mmol/L EDTA,
50 mmol/L Tris-HCI (pH 8.1), 1 mmol/L PMSF, 1 pg/mL leupeptin, 1 pg/mL
aprotinin] and sonicated thrice for 15 seconds each at the maximum
setting. Supernatants were then recovered by centrifugation at 12,000 rpm
for 10 minutes at 4°C, diluted twice in dilution buffer [1% Triton X-100,
2 mmol/L EDTA, 150 mmol/L NaCl, 20 mmol/L Tris-HCI (pH 8.1)], and
subjected to one round of immunoclearing for 2 hours at 4°C with 2 pg
sheared salmon sperm DNA, 2.5 g preimmune serum, and 20 pL protein
A-Sepharose (of 50% slurry). Immunoprecipitation was done overnight with
specific antibodies; then, 2 pg sheared salmon sperm DNA and 20 pL
protein A-Sepharose (of 50% slurry) were further added for 1 hour at 4°C.
Immunoprecipitates were washed sequentially for 10 minutes each in TSE I
[0.1% SDS, 1% Triton X-100, 2 mmol/L EDTA, 20 mmol/L Tris-HCI (pH 8.1),
150 mmol/L NaCl], TSE II [0.1% SDS, 1% Triton X-100, 2 mmol/L EDTA,
20 mmol/L Tris-HCl (pH 8.1), 500 mmol/L NaCl], and buffer III [0.25 mol/L
LiCl, 1% NP40, 1% deoxycholate, 1 mmol/L EDTA, 10 mmol/L Tris-HCI (pH
8.1)]. Beads precipitates were then washed thrice with TE buffer and eluted
twice with 1% SDS, 0.1 mol/L NaHCOs. Eluates were pooled and heated at
65°C for 6 hours to reverse the formaldehyde cross-linking, and DNA was
precipitated using classic procedures. For PCR, 10 pL from a 100 nL. DNA
preparation were used for 30 cycles of amplifications. The following regions
were amplified: regions —2760/—2486, —262/—70, and —105/+25 of the
p2lwafl promoter and —223/—40 (relative to P2) region of the Myc
promoter.

Serial chromatin immunoprecipitation assay experiment. Following
immunoprecipitation with the first STAT3 antibody, beads precipitates
were prepared as described above and eluted during 4 hours at 4°C with
500 pL dilution buffer II [1% Triton X-100, 2 mmol/L EDTA, 150 mmol/L
NaCl, 20 mmol/L Tris-HCI (pH 8.1), 1 mmol/L PMSE, 5 mmol/L NazVO,,
5 mmol/L NaF, 5-10 pg purified His-STAT3 fusion protein corresponding to
amino acids 716-770]. This fusion protein is recognized by the C20 antibody
and competes with the endogenous STAT3 complexes. The supernatants
were diluted once to twice in dilution buffer I and immunoprecipitation
was done overnight with the second specific antibody. Two micrograms of
sheared salmon sperm DNA and 20 pL protein A-Sepharose (of 50% slurry)
were further added for 1 hour at 4°C. Immunoprecipitates and beads were
then washed as described above, eluates were pooled and heated at 65°C
overnight to reverse the formaldehyde cross-linking, and DNA was then
precipitated.

Flow cytometry analysis. For DNA content analysis, 2 X 10° cells were
washed twice with PBS and fixed in 70% ethanol. Cells were treated with
100 units/mL RNase A for 20 minutes at 37°C, resuspended in PBS
containing 50 pug/mL propidium iodide (PI), and immediately analyzed by
flow cytometry. For DNA replication analysis, 2 X 10° cells were incubated
with 50 pmol/L bromodeoxyuridine (BrdUrd) for 30 minutes. Cells were
fixed in 70% ethanol and BrdUrd incorporation was determined by flow
cytometric analysis using an anti-BrdUrd-FITC conjugate (Becton Dick-
inson, Franklin Lakes, NJ) according to the manufacturer’s protocol. For
mitotic index analysis, fixed cells were incubated for 30 minutes with anti-
phospho-histone H3 antibodies, washed thrice with PBS, and incubated 30
minutes with an anti-rabbit-FITC conjugate. Cells were then processed for
DNA content analysis.

Confocal microscopy. Cells grown on coverslips were fixed with 4%
paraformaldehyde in PBS for 10 minutes and permeabilized in 70% ethanol.
Cells were treated with 100 units/mL RNase A in PBS and then stained in PBS
containing 50 pg/mL PI for 10 minutes. After washing, the coverslips were
mounted on slides in 50% PBS/50% glycerol. Images were analyzed by con-
focal microscopy using a Olympus (Rungis, France) Fluoview microscope.

Results

Src inhibits Adriamycin-induced senescence and confers
resistance to Adriamycin. To determine if Src confers resistance
to genotoxic drugs, expression vectors encoding the oncogene (or

the vector parental form pBabe) were stably transfected into
HT1080 fibrosarcoma cells that were then exposed to moderate
doses of Adriamycin (10-30 nmol/L). This widely used anticancer
drug produces DNA damage by stabilizing an intermediate
complex formed by topoisomerase II in the process of DNA
segregation. Overexpression of Src was first verified by Western
blot analysis (Fig. 24, lanes 1 and 2). Because it is well established
that Src activates the STAT3 transcription factor (18, 19), we
verified that STAT3 was effectively phosphorylated on its Tyr"®
residue in Src-transduced cells (Fig. 24, lanes I and 2). As
reported previously (15), Adriamycin induced SA-p-gal activity, a
specific marker of cells that do not divide or form colonies, in
control cells. About 50% of the attached cells became senescent
after 3 days of Adriamycin treatment (Fig. 2B). Surprisingly, the
fraction of SA-B-gal-positive cells was greatly reduced in the Src-
expressing population (Fig. 2B), indicating that Src inhibits drug-
induced senescence. Importantly, the number of attached cells
after 3 days of Adriamycin treatment was the same in Src-
expressing cells and in control cells.

To analyze the effect of Src on cellular resistance to Adriamycin,
we have carried out two assays. In the first assay, cells were treated
with 30 nmol/L Adriamycin for 48 hours, washed, and then grown
in drug-free medium for 15 days, and the cell count was
determined (Fig. 1C). On transfer into drug-free medium, the
number of both control and Src-expressing cells decreased to a
similar degree up to day 7, indicating the death of cells on release
from the drug. On subsequent days, the number of control cells
decreased further without significant recovery, and almost all the
cells remaining at the late time points displayed the senescent
phenotype. In contrast, Src-expressing cells recovered and resumed
proliferation by days 10 to 15 after release from the drug (Fig. 2C).
In the second assay, we have measured colony formation after
2-day exposure to different doses of Adriamycin (Fig. 2D). In the
clonogenic assay, Adriamycin showed an ICs, of 12 nmol/L in
control cells and 18 nmol/L in the presence of the oncogene.
Moreover, we also compared the exponential shapes and initial
shoulder regions of the two survival curves using the two variables,
D,, the slope of the exponential region, and N, the extraponential
number (20). D, values of HT1080 and HT1080 Src were 2 and
6 nmol/L, respectively, whereas N values were 2 and 3 (P = 0.01).
These observations suggest that Src should not be considered only
as a purely dose-modifying factor but that this oncogene is
probably also involved in recovery after sublethal damage.
Altogether, we concluded from these results that Src confers
Adriamycin resistance in HT1080 cells.

Src-expressing cells progress into mitosis and become
polyploid. To characterize the effect of Src on Adriamycin-activated
cell cycle checkpoints, we examined the cell cycle profile of Src-
expressing cells by flow cytometry analysis. To this end, cells
were arrested with hydroxyurea, released, and further treated with
30 nmol/L Adriamycin for 5 to 25 hours. Whereas control cells
remained growth arrested, 15% of Src-expressing cells had already
progressed into mitosis by 10 hours (Fig. 34, left). To confirm this
result, cells were treated as described above and accumulated at
metaphase by nocodazole treatment. Under these conditions, 60% of
Src-expressing cells accumulated into mitosis 24 hours after release,
whereas control cells remained growth arrested (Fig. 34, right).
Hence, Src expression inhibits Adriamycin-induced G, checkpoint.

To determine if Src-expressing cells exit mitosis to undergo an
additional round of DNA replication, we did BrdUrd incorporation
experiments. To this end, cells were arrested as described above
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Figure 3. Src-expressing cells proceed into mitosis and become polyploid.

A, cells were presynchronized with hydroxyurea, washed, and then either left
untreated or further treated with 30 nmol/L Adriamycin for the indicated times.
Fluorescence-activated cell sorting (FACS) analysis was then done on the
indicated attached cells using an antibody directed against the phosphorylated
form of histone H3. The same experiment was repeated in parallel, except
that 20 nmol/L nocodazole was added with Adriamycin to accumulate mitotic
cells (right). B, two-dimensional analysis of BrdUrd incorporation (Y axis,
30-minute pulse) and DNA content (X axis) by flow cytometry. HT1080 cells
were presynchronized with hydroxyurea and treated or not with 30 nmol/L
Adriamycin as indicated. C, cells were arrested with hydroxyurea and further
treated with 30 nmol/L Adriamycin for the indicated times. FACS analysis was
then done on the indicated attached cells after Pl staining.

and released in the presence or absence of Adriamycin for 30
hours. As expected, most of the control cells were arrested in the
fraction with 4N DNA content (Fig. 3B, fop). By contrast, BrdUrd
incorporation was seen in the Src population with DNA content
between 4N and 8N, suggesting that these cells exit mitosis and
then re-replicate their DNA (Fig. 3B, bottom). Using PI staining, we
then determined if polyploid cells arose by abnormal DNA re-
replication. Whereas control cells accumulated with 4N DNA
content (except for ~10% of preexisting cells with >4N DNA
content, note that this fraction was not modified by Adriamycin), a
significant fraction (48%) of apparently polyploid nuclei was
observed in Src-expressing cells (Fig. 3C, 3).

Altogether, we concluded from these results that the Src-
expressing cells escape from G, arrest to proceed into mitosis,
re-replicate their DNA, and become polyploid.

Src promotes mitotic catastrophe but not apoptosis.
Adriamycin-induced mitotic catastrophe in HT1080 cells results

in the appearance of cells with multiple micronuclei (4, 15); such
cells may proceed to apoptosis, necrosis, or senescence (Fig. 1).
Interestingly, one notable feature of Src-expressing cells is an
increase in the number of multinucleated cells after Adriamycin
treatment. Images obtained by confocal microscopy indicated
that ~80% of Src-expressing cells showed features of mitotic
catastrophe at the 24-hour time point, whereas only 5% control
cells were multinucleated (Fig. 44, left). The control cells
reached the same high level of multinucleation only after 80
hours. It has been recently proposed that abnormal chromosome
segregation triggers apoptosis during the metaphase/anaphase
transition and the G; tetraploidy checkpoint (21). Using PI/
Annexin V staining, we observed that cell death occurred in 20%
to 25% of cells 3 days after release (Fig. 44, right). Although cell
death occurred more rapidly in the presence of Src, no
significant difference was observed between the two cell lines
at 60 hours. To extend this result, cells were arrested with
hydroxyurea and further treated with Adriamycin for 70 hours
and the percentage of necrotic, apoptotic, or senescent cells was
determined. Confirming the results presented in Fig. 2B, ~70%
of control cells became senescent 3 days after release. In
contrast, only 20% to 30% of Src-expressing cells stop
proliferating and 40% to 50% were actively dividing in the
presence of the drug (Fig. 4B). Interestingly, we observed that
apoptosis occurred only within a minority of cells and that
~20% of Src-expressing cells were necrotic at the 70-hour time
point. To further investigate the effect of Src on apoptosis,
reverse transcription-PCR (RT-PCR) analysis was done to analyze
the expression of proapoptotic genes. Effectively, we observed
that Adriamycin treatment induced the expression of Puma and
Noxa in both control and Src-expressing cells (Fig. 4C, top).
However, the survival gene Bcl-XL was also constitutively
activated in Src-expressing cells (Fig. 4C). In addition, Src also
induced the constitutive activation of the Akt kinase, a well-
known regulator of cell survival (Fig. 4D, compare lanes 1 and 2
and lanes 3 and 4). By contrast, neither Bcl-XL nor Akt were
found activated in control cells.

Altogether, we concluded from these results that Src-mediated
G, checkpoint inhibition promotes mitotic catastrophe and the
resultant cell death but that constitutive activation of Akt and Bcl-
XL probably inhibits apoptosis in Src-expressing cells.

Src does not prevent cell cycle arrest by p21wafl but inhibits
its expression. Following Adriamycin treatment and detection of
DNA damage, G, and G, tetraploidy checkpoint arrest is induced
with the participation of p21wafl (Fig. 1). As described previously
(4), HT1080 cell line used in the present study (p21-9) carries
p21lwafl in an IPTG-inducible vector. To determine if Src might
prevent the effect of this cell cycle inhibitor on cell proliferation, we
therefore induced p2lwafl by IPTG (Fig. 54). As expected, Src
enhanced cell proliferation and allowed growth of HT1080 cells in
soft agar (Fig. 5B, lanes 3 and 7). Treatment of Src-expressing cells
with IPTG to induce p2lwafl suppressed both cell proliferation
and anchorage-independent growth (Fig. 5B, lanes 4 and 8).
Because HT1080 cells develop morphologic markers of senescence
on p2lwafl induction (4, 16), senescence induction was also
analyzed in control and Src-expressing cells. To this end, cells were
stained for SA-p-gal activity at pH 6. As expected, IPTG treatment
efficiently induced SA-P-gal activity in control cells and this effect
was observed to the same extent in the presence of Src (Fig. 5B,
lanes 9-12). Hence, Src expression does not interfere with the
induction of growth arrest or the senescent phenotype by p21wafl.
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Because these findings indicated that Src does not act
downstream of p2lwafl, we then determined if p2lwafl was
expressed to the same extent on Adriamycin treatment of control
or Src-expressing cells. As expected, RT-PCR analysis indicated
that p21wafl accumulated in control cells 36 to 72 hours after drug
treatment (Fig. 5C, lanes I-8). Surprisingly, p2lwafl was not
significantly expressed in Src-expressing cells (Fig. 5C, lanes 9-16).
To determine if this cell cycle inhibitor binds to cyclin-cdk
complexes, cells were treated with Adriamycin as described above,
nuclear extracts were recovered and coimmunoprecipitations were
done with polyclonal antibodies directed against p21wafl. Proteins
present in the immunoprecipitates were then revealed by
immunoblotting with cyclin E antibodies (Fig. 5D, lanes 1-6). In
control cells and after 48 hours, we observed that p2lwafl
interacts with cyclin E, suggesting that cdk2 was inhibited. As
expected, no interaction was observed between cyclin E and

p21lwafl in Src-expressing cells (Fig. 5D, lanes 1-6), suggesting that
cdk2 remains active despite tetraploidy of these cells. Altogether,
we concluded from these results that Src prevents p2lwafl
induction by DNA damage, which can explain the effects of Src on
cell cycle checkpoints and senescence.

The Myc-Miz complex counteracts p21wafl induction by p53
in Src-expressing cells. We then determined if Src prevents the
expression of p21wafl through p53, which is responsible for p21wafl
induction in drug-treated HT1080 cells (4). Using Western blot
analysis, we first observed that Adriamycin induced the expression
of p53 to the same extent in control and Src-expressing cells (Fig. 64,
lanes 1-4, top). Moreover, chromatin immunoprecipitation assay
(ChIP) experiments indicated that p53 was recruited to the p21wafl
promoter on drug treatment in both cell lines (Fig. 64, lanes 5-8).
No amplification of a control DNA sequence unrelated to p21 was
noticed (data not shown). Confirming the results of RNA analysis,
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although p53 was normally activated, p2lwafl protein was not
induced in the presence of Src (Fig. 64, lanes 1-4, middle).

We then determined if Myc is involved in the inhibition of the
p21wafl gene because this protein is well known to be activated by
the Src-STAT3 pathway (19). Moreover, Myc has been shown to
bind to the p2lwafl promoter to block its activation on DNA
damage (22, 23). We first characterized the effect of Adriamycin on
Myc expression using RT-PCR (Fig. 6B, lanes 1-4) or Western blot
experiments (Fig. 6B, lanes 5-8). Although Myc expression was
inhibited as expected in control cells, the gene was not significantly
affected by Adriamycin in the presence of Src (Fig. 6B, lanes 3-4
and 7-8). In addition, ChIP experiments indicated that Adriamycin
induced a significant association of Myc with the proximal p21wafl
promoter in Src-expressing cells (Fig. 6C, lanes 1-4). By contrast,
Myc was not detected on DNA of control cells. As reported
previously (24), Miz-1 (the partner of Myc) was constitutively
associated with DNA and the drug slightly enhanced its DNA-
binding activity (Fig. 6C, lanes 5-8). Therefore, we concluded from
these results that Src inhibited p21wafl expression by inducing the
binding of Myc to its promoter.

p21wafl prevents the expression of Myc. Because Src induces
cell proliferation through STAT3 activation and Myc up-regulation
(19), we then determined the effect of p21wafl on the expression of
this gene. Remarkably, Myc was strongly down-regulated when Src-
expressing cells were treated with IPTG to induce ectopic p21wafl
(Fig. 7A, lanes 1-4). To confirm these results at the transcriptional
level, we monitored the effect of p2lwafl on the Src-mediated
induction of the Myc promoter. To this end, the HBM-Luc
promoter (25) was transfected into HT1080 cells together with
vectors expressing Src and p2lwafl. Inclusion of a Src-expressing
vector in the transfection mixture led to a 8- to 10-fold increase in
reporter gene expression, but this activation was repressed by
p21wafl (Fig. 7B, lanes 1-3). Because it is well established that the
STAT3 transcription factor mediates the up-regulation of Myc by
Src (18, 19), we verified using ChIP experiments that STAT3 was
effectively recruited to the Myc promoter and that IPTG-induced
p21 did not significantly affect its DNA-binding activity (Fig. 7C,
lanes 3 and 4). Interestingly, these experiments also indicated that
p2lwafl was recruited to the Myc promoter in Src-expressing cells
(Fig. 7C, lanes I and 2). Because we have shown previously that
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Figure 6. Adriamycin induced the association of the Myc-Miz complex with
the p21waf1 promoter. A, asynchronously growing cells expressing (lanes 3 and
4) or not Src (lanes 1 and 2) were either left untreated or treated with
Adriamycin for 48 hours (30 nmol/L). The expression of p53 was then evaluated
by Western blot analysis (lanes 1-4) using polyclonal antibodies directed
against the protein. Membranes were stripped and reprobed with a control
antibody directed against p21waf1 or a-tubulin as indicated. In parallel, soluble
chromatin was prepared from the indicated cells grown in 10% serum and
treated or not with Adriamycin for 48 hours. Following immunoprecipitations with
antibodies directed against p53, DNA was amplified using one pair of primers
that covers the p53-binding site of the p21waf1 promoter (lanes 5-8). B, the
indicated cells were left untreated or treated with Adriamycin for 48 hours and the
expression of Myc was then analyzed by RT-PCR (lanes 1-4) or Western blot
(lanes 5-8). Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) and tubulin
expressions were monitored as controls in each experiment. C, soluble
chromatin was prepared from the indicated cells grown in 10% serum and treated
or not with Adriamycin for 48 hours. Following immunoprecipitations with
antibodies directed against Myc (lanes 1-4) or Miz-1 (lanes 5-8), DNA was
amplified using one pair of primers that covers the proximal p21waf1 promoter.

p21lwafl interacts with STAT3 to inhibit its activity (26), we did a
serial ChIP experiment to determine if the two proteins are
associated on DNA. For this, we divided the soluble chromatin
derived from Src-expressing cells into two aliquots. One was
immunoprecipitated with STAT3 antibodies followed by release of
the immune complexes and reimmunoprecipitated with p21wafl
antibodies. The other was first immunoprecipitated with STAT3
antibodies followed by release and reimmunoprecipitated with
control IgG antibodies. Under these conditions, subsequent
reimmunoprecipitations with p2lwafl antibodies were able to
immunoprecipitate the Myc promoter on IPTG addition, whereas
this was not the case with the control IgG (Fig. 7C, lanes 5-8). In each
condition, PCR analysis did not detect any occupancy of a control
DNA region (data not shown).

Altogether, these results indicated that p2lwafl inhibits Myc
expression, most probably by binding and inhibiting STAT3 on he
Myc promoter.

Discussion

It has been proposed that certain oncogenes may provide
cancer cells with an inherent mechanism of resistance to
anticancer drugs (27, 28). In this study, we showed that Src
oncogene has profound effects on the response of HT1080
fibrosarcoma cells to Adriamycin, and we identified the molecular
mechanism of these effects. Src expression produced a substantial
increase in drug resistance in these cells as measured by the
colony formation assay. This overall effect was associated with a
drastic decrease in the induction of senescence in drug-treated
cells. On the other hand, Src abrogated drug-induced G,
checkpoint arrest and promoted cell entry into mitosis in the
presence of Adriamycin, which resulted in a more rapid onset of
mitotic catastrophe, although the extent of mitotic catastrophe (as
measured by the fraction of micronucleated cells) was not
significantly altered in the long term. As reported by others (13),
Src also diminished the apoptotic response. The antiapoptotic
effect of Src, however, is counterbalanced by an increase in the
fraction of cells dying through necrosis. Altogether, these results
suggest that the inhibition of the senescence response is likely to
be primarily responsible for increased drug resistance of Src-
expressing cells.

The effects of Src on cellular drug responses and their molecular
mechanisms revealed in the present study are schematized in
Fig. 1. The most drastic effects of Src (ie., the inhibition of
senescence and of G, and G; tetraploidy checkpoints) can be
explained by the failure of Src-expressing cells to induce p21wafl, a
protein that was shown previously to be a key mediator of both G,
(3) and G; tetraploidy checkpoints and drug-induced senescence
(4-6). Although p2lwafl induction in response to damage in
HT1080 cells is the result of transcriptional activation by p53 (4),
Src expression does not affect damage-induced up-regulation of
p53 or its binding to the p2lwafl promoter. In addition, several
damage responses seem to be equal in control or Src-expressing
cells, suggesting that Src does not diminish Adriamycin-induced
DNA damage. Instead, we have found that Src prevents p2lwafl
induction by activating the expression of Myc and its binding to
the p21wafl promoter, where Myc is known to act as a negative
regulator of p2lwafl transcription (22, 23). Src was shown
previously to induce Myc via the STAT3 transcription factor
(18, 19), and here, we have confirmed that Src stimulates the
binding of STAT3 to the Myc promoter.

Remarkably, we have also found that p2lwafl inhibits the
expression of Myc, an effect that is apparently mediated by p21-
STATS3 interactions at the Myc promoter. On cytokine stimulation,
we have shown recently that STAT3 activates its target genes
through its binding to histone acetyltransferases, such as NCoAl/
SRC-la or CBP. In addition, this transcription factor also
associates with BRG1, the ATPase subunit of the SWI/SNF
chromatin-remodeling complex, and with cdk9, the elongating
kinase of the P-TEFb complex (29-31). p2lwafl is known to
inhibit transcription of multiple genes through a variety of
indirect mechanisms (32) and we speculate that the STAT3-
p2lwafl complex confers a repressive state on chromatin to
prevent the recruitment of the initiation complex and inhibit
transcriptional elongation. Inhibition of Myc transcription by
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Figure 7. The expression of Myc is inhibited by p21waf1. A, asynchronously
growing cells expressing Src were either left untreated or treated with IPTG as
indicated. The expression of Myc was then analyzed by Western blot analysis
(lanes 1 and 2) and tubulin expression was monitored as a control. In parallel,
total RNA was prepared and 20 ng RNA was subjected to Northern blot analysis
(lanes 3 and 4) using a human Myc cDNA probe. The membrane was striped
and reprobed with a 18S oligonucleotide (bottom). B, HT1080 control cells were
transfected with the HBM-Luc reporter gene (500 ng) in the presence or absence
of vectors expressing p21waf1 or Src (500 ng). Cytoplasmic extracts were then
prepared and processed to measure luciferase activity (the mean of five
transfections + SD is shown). C, soluble chromatin was prepared from
asynchronously growing cells treated or not with IPTG for 8 hours and
immunoprecipitated with the indicated antibodies. The final DNA extractions
were amplified using a pair of primer that covers the Myc proximal promoter.

p21wafl is likely to augment p2lwafl-induced cell cycle arrest,
whereas inhibition of p2lwafl induction by Myc provides a
positive feedback loop that amplifies the effect of the Src-Myc
pathway (Fig. 1).

Figure 1 also shows that Src inhibits the apoptotic response by
activating antiapoptotic proteins Bcl-XL and Akt kinase (and
possibly some other proteins that were not assayed here).
Although apoptosis is only a minor response to DNA damage in
wild-type HT1080 cells (14, 15), the induction of antiapoptotic
proteins by Src may be important to counterbalance the
proapoptotic effect of Myc. Despite lower apoptosis, the overall

extent of drug-induced cell death is similar in Src-expressing and
control cells, with higher levels of necrosis compensating for the
decrease in apoptosis in Src-expressing cells. It is interesting to
compare the effects of Src on drug response in HT1080 cells with
the previously described effect of p53 inhibition, which also
prevents p2lwafl induction by drug treatment (4). Although p53
inhibition also drastically decreased the induction of senescence
by Adriamycin, it also produced an increase in apoptosis and
overall cell death. The antiapoptotic effects of Src explain why the
overall amount of cell death was not significantly enhanced, and
as a result, the antisenescence activity increased the overall
clonogenic survival.

The effects of Src on cell cycle checkpoints are of special
interest. Adriamycin arrests HT1080 cells preferentially in G,, an
effect that can be explained either by the induction of G,
checkpoint arrest as a consequence of drug-induced DNA damage
or by the inhibition of topoisomerase II, the target of Adriamycin,
which is required for DNA segregation during late S and G..
Because Src-expressing cells efficiently enter mitosis in the
presence of Adriamycin, drug interaction with topoisomerase II
is insufficient for G, arrest. The progression into mitosis of Src-
expressing cells can be explained by the failure of drug-treated
cells to induce p2lwafl, an important contributor to the G,
checkpoint (3). On the other hand, we have not investigated
whether Src may also affect the ATM/ATR pathways, the other
key regulators of the G, checkpoint. Remarkably however, this
mitosis does not result in successful cell division and Src-
expressing cells reenter the interphase without dividing and
subsequently re-replicate DNA, doubling their ploidy. In normal
cells, such re-replication is prevented by the G, tetraploidy
checkpoint, which is regulated by p53 and p2lwafl (5). Besides
the abrogation of the G, checkpoint, the effect of Src on p21wafl
expression could therefore also contribute to the failure of G;
tetraploidy checkpoint.

An important correlation exists between STAT3 activation and
oncogenic transformation by Src (18, 33, 34). Because other
oncoproteins also activate the STAT3-Myc signaling pathway,
our results suggest that cancer cells expressing the v-Abl, Lck, or
v-Fps kinases might also be resistant to DNA-damaging drugs.
Interestingly, we have already observed that the expression of
p21lwafl is inhibited in glioblastoma cells (31) and the same
effect has also been reported during progression of human
malignant melanomas (35). Because Myc is highly expressed in
glioblastoma cells due to STAT3 activation, we speculate that
p21wafl down-regulation leads to decreased senescence and
increased drug resistance in these cell lines. If correct, this
hypothesis would suggest that the Myc and STAT3 oncogenes
cooperate to induce not only cell transformation but also drug
resistance.
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Résultats supplémentaires non publiés :

1) STAT3 n’est pas inhibé par la doxorubicine dans les cellules exprimant v-src

STAT3 est constitutivement activée dans les cellules exprimant v-src par rapport aux
cellules contrdles. Nous souhaitions déterminer si un inhibiteur des topoisomérase II modulait
I’activité de STAT3 dans ces cellules. L’analyse par western blot de STAT3 montre que le
traitement n’inhibe pas ’activation de STAT3. Des expériences d’immunoprécipitation de
chromatine nous ont permis de détecter STAT3 sur le promoteur de c-myc en association avec
la forme élongatrice de I’ARN polymérase II. Ainsi ces résultats suggerent que STAT3

permet de maintenir 1’expression de c-myc en présence du traitement a la doxorubicine.
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Figure 35 : STAT3 est actif sur le promoteur de c-myc dans les cellules exprimant v-src lors

d’un traitement a la doxorubicine

A. Des extraits totaux sont réalisés a partir de cellules contrdles et exprimant 1’oncogeéne v-src traitées ou non a
la doxorubicine pendant 36h. Les extraits sont analysés par Western blot avec des anticorps dirigés contre la
forme phosphorylée de STAT3 sur la tyrosine 705, le domaine C-terminal de STAT3 ou I’a tubuline.

B. Les mémes cellules traitées de fagon identique sont soumises a des expériences d’immunoprécipitation de

chromatine avec des anticorps dirigés contre STAT3 et ’ARN polymérase II respectivement sur le
promoteur de c-myc (lignel-4) et sur le dernier exon du géne (ligne5-8)
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2) L’analyse cytologique des cellules HT1080 et HT1080 v-src suggére que ces derniéres
entrent en mitose avec un plus grand nombre de dommage sur I’ADN.

L’entrée en mitose des cellules traitées par la doxorubicine induit une catastrophe
mitotique caractérisée ici par la présence de cellules binucléées, micronucléées et
multinucléées et par des cellules présentant un noyau anormalement grand. Nous avons
quantifié le nombre de chaque type observable dans la lignée controle et la lignée exprimant

I’oncogene v-src.

Cellule binucléée

Grand noyau
Cellule monocluéée

avec micronoyaux
Noyau normal

: Grand noyau
micronoyaux

Cellule binuclée

Analyse cytologique de la catastrophe Analyse cytologique de la
mitotique catastrophe mitotique

EHT108
B HT1080 v-src

HHT108
5 EH HT1080 v-src

Nombre de cellules (%)
'S
<
nombre moyen de
micronoyaux par cellules

cellule binucléée

grand cellule cellule cellule
noyau mononucléée binucléée multinucléé

cellule

mononucléée

Figure 36 : La structure nucléaire des cellules exprimant [’'oncogene v-src est plus altérée

que celle des cellules controles lors de la catastrophe mitotique.

Les cellules HT1080 exprimant v-src et les cellules contrdles sont cultivées sur lame de verre et traitées ou non a
la doxorubicine respectivement durant 36h et 72h, permettant d’observer la cytologie des cellules ayant subi une
catastrophe mitotique. Aprés une déshydratation a 1I’éthanol, les noyaux sont marqués par 1’Todure de propidium.
La morphologie générale du ou des noyaux et le nombre de micronoyaux par cellule sont alors analysés. 200
noyaux ayant subi une catastrophe mitotique de chaque type cellulaire sont analysés par expérience, les résultats
présentés étant une moyenne de trois expériences.
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Les cellules binucléées sont produites au cours de la mitose lorsqu’un chromosome ou
un morceau de chromosome est présent au niveau du sillon de division et empéche la
cytodiérese. Les chromatides sceurs des chromosomes fusionnés, mal répliqués ou mal
décaténés ne peuvent ainsi étre dissociées au cours de I’anaphase, et produisent des cellules
binucléées. Les micronoyaux quant a eux correspondent a de petits morceaux de
chromosomes issus de cassures doubles brins de ’ADN générées par 1’inhibiteur des
topoisomérases II, les intermédiaires de recombinaison (action des endonucléases) ou les
tensions s’exercant sur les chromatides incapables d’étre ségrégées. Finalement, les cellules a
grand noyau sont vraisemblablement des cellules ayant adapté le point de contrdle du fuseau
mitotique sans anaphase et cytokinese. Ces cellules ne présentent pas généralement de
micronoyaux.

Les résultats présentés figure 36 montrent que le nombre de cellules binucléées est
plus important dans les cellules exprimant 1’oncogeéne v-src que dans les cellules controles.
L’analyse du nombre de micronoyaux dans les cellules mononucléées a noyau normal et dans
les binucléées montrent €galement que le nombre de micronoyaux par cellule est plus
important dans les cellules surexprimant v-src que dans les fibrosarcomes contrdles. Ces
résultats suggerent qu’au moment ou ces cellules sont entrées en mitose, les problémes
structurels de I’ADN ¢étaient plus importants dans les cellules exprimant v-src que dans les
cellules contrdles. L’entrée rapide en mitose des cellules v-src pourrait s’accompagner d’un
grand nombre de régions mal répliquées et mal décaténées tel que les sites communs de
fragilité nécessitant I’activité des topoisomérases II. Dans les cellules controles, le point de
contrdle de la phase G2 est en revanche susceptible de permettre la résolution de ces
problémes au moins de facon partielle (la cellule a plus de temps pour répliquer ces sites).

Le dernier point & mentionner est le role que pourrait avoir le point de controle du
fuseau mitotique. La formation d’une cellule binucléée nécessite au préalable 1’activation de
I’anaphase. La présence de chromatides incapables d’étre ségrégées empéche théoriquement
I’activation de 1’anaphase. Ainsi I’analyse cytologique des cellules v-src peut aussi étre
interprétée comme une dérégulation du point de controle du fuseau mitotique. Cette hypothése
est plausible car des travaux du laboratoire montrent que le facteur de transcription c-myc
(constitutivement actif dans les cellules exprimant v-src) induit une dérégulation de la

protéine Aurora A, protéine impliquée dans le contrdle du fuseau mitotique.
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3) L’activation de p21 et du programme de sénescence dans les cellules exprimant v-src
n’est pas supprimée mais limitée a quelques cellules.

Les expériences de western blot montrent que p21 n’est pas activé de maniere efficace
dans les cellules HT1080 v-src traitées a la doxorubicine. Cependant I’analyse de I’activité
[ galactosidase a pH 6 indique qu’une proportion non négligeable de ces cellules sont quand
méme capables d’adopter le phénotype sénescent. De plus ’activation de p21 de maniére
exogene induit également ce phénotype dans ces cellules. A partir de ceci, nous souhaitions
déterminer si I’activation de p21 était faible de fagon homogeéne dans toutes les cellules ou si
au contraire la majorité des cellules ne I’exprimait pas tandis qu’une minorité 1’exprimait de
fagon normale expliquant de ce fait I’apparition du phénotype sénescent dans ces cellules.

L’analyse par immunofluorescence de I’expression de p21 dans les deux types
cellulaires traitées a la doxorubicine montre que p21 est présent de facon importante dans le
noyau des cellules controles. Dans les cellules exprimant v-src, p21 n’est absolument pas
détectable dans la majorité des cellules. En revanche quelques cellules 1’expriment de fagcon
normale par rapport aux cellules controles (figure 37A). Ce résultat suggére ainsi une relation
d’exclusivité entre la répression de c-myc et celle de p21. Dans les cellules v-src, dans la
majorité des cellules, c-myc empéche I’expression de p21 par les mécanismes décrits
précédemment. Cependant une diminution de 1’expression de c-myc méme modérée permet
sans doute I’induction limitée de p21 dans un premier temps qui inhibe STAT3 et facilite
alors la répression transcriptionnelle de myc, ce qui permet d’amplifier I’activation de p21 par
p53 et de mettre en place le programme de sénescence. Le taux de cellules capables d’activer
p21 est ainsi extrémement bien corrélé a celui des cellules rendues sénescentes dans la lignée
exprimant v-src (figure 37B).

L’autre hypothése est que les cellules exprimant v-src capables d’induire p21 sont des
cellules ayant perdu le vecteur codant I’oncogene v-src. Cependant cette hypothése est peu
probable car une analyse par immunofluorescence des cellules HT1080 v-src, avec un
anticorps dirigé contre la forme phosphorylée de STAT3, révele que les cellules exprimant

p21 possedent toujours une forme constitutivement active de STAT3 (résultat non montré).
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Figure 37 : La sénéscence et p21 sont activées par la doxorubicine dans une minorité des
cellules exprimant v-src

A. Les deux types cellulaire traités 72h a la doxorubicine (30nM) sont analysés par immunofluorescence avec
un anticorps dirigé contre p21 et avec I’lodure de propidium comme marqueur de I’ADN.

B. Les mémes cellules sont traitées durant 72 heures a la doxorubicine (30nM). A intervalle de temps régulier
la proportion de cellules sénescentes est quantifiée par analyse de I’activité endogéne de la 3 galactosidase
a pH 6. Le taux de cellules sénescentes a 72h de traitement est alors mis en relation avec le taux de cellules
exprimant p21.
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Schéma conclusion de la troisieme partie :
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Figure 38 : La voie oncogénique Src-STAT3 inhibe la réponse aux dommages de I’ADN et

induit 'instabilité génomique des cellules traitées par les inhibiteurs de topoisomérases I1.
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Partie 4 : L'inhibition de la voie EGFR c-src

réduit la réparation des dommages de

LCADN.
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Le cetuximab est un anticorps monoclonal dirigé contre I’EGFR approuvé comme
traitement contre les cancers colorectaux métastatiques. Il est utilisé en combinaison avec
I’irinotecan, un inhibiteur des topoisomérases I qui induit un blocage de la réplication et des
cassures de I’ADN. Les lignées colorectales HT29 et HCT116 sont peu sensibles au
cetuximab. L’inhibition de la protéine tyrosine kinase c-src dans ces cellules en association
avec le cetuximab les sensibilise au sn38, métabolite actif de 1’irinotecan. Nous montrons
alors que I’inhibition de la voie EGFR c-src limite ’activation du facteur de transcription
STAT3 et des kinases ERKs en réponse au sn38 et que 1’activation de STAT3 par le sn38
induit son recrutement sur les promoteurs du géne EME1. STAT3 active ce géne qui favorise
alors la réparation des dommages de I’ADN induit par le sn38. L’inhibition de la voie EGFR
c-src s’oppose donc & ce mécanisme, limitant ainsi la réparation des dommages de I’ADN.
Ces données indiquent que 1’activation de c-src peut étre un facteur important dans la réponse
au traitement associant le cetuximab et I’irinotecan. Son inhibition, qui limite la réparation des

dommages de I’ADN pourrait alors augmenter I’efficacité d’un tel traitement.

INTRODUCTION

Le cancer colorectal est I’un des plus problématiques, autant en terme de morbidité
que de mortalité. La réponse au traitement des cancers de haut grade, notamment
métastatiques reste ainsi trés faible avec un taux de survie a 5 ans inférieur a 10% chez les
patients présentant des métastases (392).

La plupart des cancers colorectaux métastatiques présentent des taux et une activité
anormalement élevés de la protéine c-src (51). c-src est une protéine tyrosine kinase
impliquée dans la transduction du signal émis des récepteurs aux facteurs de croissance, en
particulier ’EGFR (345). c-src permet le recyclage du récepteur a la membrane et favorise
ainsi I’activation des différentes protéines cibles de ’EGFR comme les MAPK ERK, la voie
des PI3K AKT ou la PLCy (51). Plus spécifiquement, c-src permet ’activation des facteurs
STAT3 par ’EGFR en phosphorylant la tyrosine 845 de ’EGFR lors de son activation. Cette
phosphorylation permet le recrutement de STAT3 au niveau de I’EGFR et son activation par
les activités kinases de I’EGFR ou de c-src (393).

L’expression anormale de ’EGFR a été reportée dans un nombre important de
tumeurs épithéliales, base sur laquelle le développement d’inhibiteur spécifique de I’EGFR

s’est appuy¢ (394). Ces inhibiteurs et plus précisément le cetuximab, un anticorps monoclonal
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dirigé contre I’EGFR, sont approuvés pour le traitement des cancer colorectaux métastatiques
en association avec I’irinotecan, un inhibiteur des topoisomérases I. En dépit d’un taux de
réponse objectif chez une petite fraction de patient (192), les effets précis du cetuximab sur la
réponse a I’irinotecan et les facteurs importants pour cette réponse ne sont pas clairement
déterminés (197).

Le traitement a I’irinotecan induit un complexe stable entre le sn38, métabolite actif de
la drogue, ’ADN coupé sur un brin, et la topoisomérase I (184). Ce complexe appelé
complexe ternaire induit un blocage de la réplication cellulaire et des cassures doubles brins
de ’ADN responsables de son activité¢ antitumorale (395). La réparation des dommages est
I’un des ¢léments déterminants dans la capacité¢ des cellules a survivre au traitement. Les
endonucléases Mus81-Emel ont ainsi un role sans doute important car des mutants de ces
protéines chez la levure sont hypersensibles aux inhibiteurs de topoisomérase I (396). L’un
des modes d’action possible de ’EGFR est I’inhibition des systémes de réparation de I’ADN
bien que ceci ne soit pas encore démontré pour les dommages induits par le sn38.

D’apres ces informations, nous avons souhaité analyser les effets de I’inhibition de c-
src sur la réponse au traitement couplant le sn38 et le cetuximab. Nous avons réalisé¢ cette
¢tude dans deux lignées cellulaires colorectales HCT116 et HT29. Nous choisissons ces
lignées car elles présentent des caractéristiques treés différentes. La premiére est de phénotype
MIN et déficiente pour la protéine pl16 . La lignée HT29 a I’inverse est de phénotype CIN et
ne possede pas d’activité associée a p53 . Nous montrons que 1’inhibition de c-src sensibilise
ces deux lignées au traitement associant le cetuximab et le sn38. La caractérisation de cet effet
nous a conduit a montrer que ’inhibition de la voie EGFR c-src limite la réparation des
dommages de I’ADN induits par le sn38 en réprimant 1’activation transcriptionnelle des

endonucléases Emel-Mus81 par le facteur de transcription STAT3.
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RESULTATS

L’inhibition de c-src sensibilise les lignées colorectales a un traitement associant le
cetuximab et un inhibiteur de topoisomérase I (Src kinase inhibitor I (SKI))

Afin d’analyser les effets du cetuximab et de I’inhibiteur de c-src sur la réponse au
sn38, un test de clonogénicité est réalisé dans les cellules colorectales HCT116 et HT29. Le
test de clonogénicité permet de déterminer les effets du traitement en tenant compte des effets
cytostatiques et cytotoxiques a long terme du sn38 et est donc plus relevant qu'un test
classique de mesure d’apoptose.

Le traitement au sn38 inhibe la clonogénicité des deux types cellulaires de fagon dose-
dépendante, mais la lignée HCT116 présente une sensibilité accrue au traitement (figure 39A
et 39C). Ces résultats sont en accord avec ceux indiquant que les lignées colorectales de types
MIN sont hypersensibles a un traitement par les camptothécines (397). Le méme traitement en
présence de cetuximab ou d’inhibiteur de src induit des effets similaires et ne modifie pas les
résultats du test (figure 39A). En revanche, un traitement couplant le cetuximab, 1’inhibiteur
de src et le sn38 réduit de fagon non négligeable la clonogénicité des deux lignées cellulaires
par rapport a celle mesurée lors d’un traitement au sn38 seul (figure 39A-C). D’apres ces
résultats nous concluons que le cetuximab et I’inhibiteur de src utilisés de facon cumulée

augmentent la sensibilité des cellules HCT116 et HT29 au sn38.

Régulation de la voie EGFR- c-src par le sn38, le cetuximab et I’inhibiteur de c-src

Afin de comprendre les effets du cetuximab et de I’inhibiteur de c-src sur les deux
lignées, nous avons souhaité analysé ’activation et I’expression des différentes protéines
impliquées dans la voie de signalisation de I’EGFRI. Le traitement au sn38 induit les
phosphorylations activatrices de ’EGFRI1 sur les tyrosines 845 et 1173 (figure 40A) dans les
deux lignées. La tyrosine 1173 phosphorylée active la phosphatase SHP1 impliquée dans
I’activation des protéines kinases ERK et c-src tandis que la tyrosine 845 est spécifiquement
phosphorylée par la kinase src (398;399). Le sn38 induit donc ’activation de la protéine c-
src, activation détectée par la phosphorylation de la tyrosine 418 (figure 40B). Le cetuximab
et I’inhibiteur de c-src utilisés seul inhibent modérément les effets du sn38, en revanche
utilisés de fagcon cumulée, ils inhibent complétement les deux phosphorylations activatrices de

I’EGFRI1 (figure 40A).
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Figure 39 : L’association cetuximab SKI sensibilise les lignées HCT116 HT29 au sn38

A.

10000 cellules des lignées HCT116 et HT29 sont mises en culture et incubées 48h avec les doses indiquées
de sn38 auquel on ajoute, ou pas, une Ig controle, le cetuximab et le SKI. Aprés 48h le milieu de culture est
remplacé par un milieu sans sn38 contenant, ou pas, du cetuximab et le SKI. 10 jours plu tard, les cellules
ayant form¢é une colonie sont alors comptabilisées, aprés marquage de leur ADN au BET, grace au logiciel
Quantity One (Biorad). Leur nombre est rapporté a celui de cellules n’ayant pas subi de traitement et les
résultats représentent la moyenne de trois expériences.

Images prises grace au logiciel Quantity one représentative de 1I’expérience précédente
Les mémes expériences sont réalisées avec une gamme de concentration de sn38 allant de 0 a 5 ng/ml. Les

résultats sont présentés sous forme de courbe semi-logarithmique et représentent la moyenne de trois
expériences
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De fagon analogue, I’activation par le sn38 de la protéine c-src est inhibée par un traitement
au cetuximab et a I’inhibiteur de c-src (figure 40B). Afin de tester la spécificité du traitement
par le cetuximab et I’inhibiteur de c-src, nous réalisons les mémes expériences en présence
d’Herceptin, un anticorps monoclonal dirigé contre ’EGFR2. Contrairement aux résultats
obtenus en présence de cetuximab, le traitement des cellules par I’Herceptin et 1’inhibiteur de
c-src n’empéche pas I’activation de ’EGFRI1 par le sn38.

Nous décidons alors d’analyser les effets du traitement couplant le cetuximab et
I’inhibiteur de c-src sur la voie de signalisation induite lors de 1’activation des kinases EGFR-
c-src par le sn38 dans les cellules HCT116 et HT29. Parmi les protéines activées
spécifiquement par le couple EGFR-c-src on trouve les facteurs de transcription STAT3. Le
traitement au sn38 augmente les formes nucléaires phosphorylées sur la sérine 727 et la
tyrosine 705 de STAT3 (figure 40B). Le traitement au sn38 induit également la
phosphorylation de la sérine 727 au niveau du cytoplasme, en particulier dans les cellules
HCT116 (résultats non montré). En revanche, le méme traitement en présence de cetuximab et
d’inhibiteur de c-src n’induit pas I’apparition des formes nucléaires phosphorylées de STAT3
(figure 40B) tandis qu’il induit toujours la phosphorylation cytoplasmique de la sérine 727 de
STATS3 (résultat non montré). D’apres ces résultats nous concluons que I’inhibition de la voie
EGFR-c-src empéche 1’activation de STAT3 par le sn38.

Finalement afin d’étudier la spécificité des effets observés sur STAT3, nous analysons
I’expression des protéines ERK et AKT lors d’un traitement au sn38 en présence de
cetuximab et d’inhibiteur de c-src. Le traitement par le sn38 augmente la phosphorylation des
kinases ERK au niveau du cytoplasme, en particulier dans les cellules HCT116 (résultat non
montré) et n’a pas d’effet sur la phosphorylation d’AKT (figure 40C). En présence de
cetuximab et d’inhibiteur de c-src, la phosphorylation des kinases ERK est réduite au sein du
noyaux (figure 40C), mais pas au niveau du cytoplasme (résultat non montré). Enfin la
phosphorylation des protéines AKT n’est pas modifiée. Ces résultats montrent ainsi que le
cetuximab et 1’inhibiteur de c-src empéchent de manicre spécifique 1’induction par le sn38
des phosphorylations activatrices des kinases ERK et des facteurs de transcription STAT3 au

sein du noyau.
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A)

Figure 40 : L association cetuximab SKI inhibe [’activation de I’EGFR par le sn38

A. Des extraits protéiques totaux sont réalisés a partir de cellules HCT116 et HT29 traitées ou non 24h au sn38

auquel on ajoute ou pas, une Ig contrdle, le cetuximab et le SKI. Les extraits sont ensuite analysés par
Western blot avec des anticorps dirigés contre deux formes phosphorylées de ’EGFR1 et ’EGFR1 total. La
méme expérience est ensuite réalisée en remplacant le cetuximab par de I’herceptin, un anticorps
monoclonal dirigé contre ’EGFR2

Des extraits totaux ou nucléaires (chromatine + nucleoplasme) sont réalisés a partir des mémes cellules
traitées ou non 24h au sn38 en présence d’une Ig contréle ou du cetuximab plus I’inhibiteur de c-src. Les
extraits totaux et nucléaires sont respectivement analysés par Western blot avec des anticorps dirigés contre
les protéines phosphorylées (tyrosine 418) ou totales de c-src et les protéines phosphorylées (sérine727 et
tyrosine 705) ou totales de STAT3.

Les mémes extraits nucléaires et totaux sont respectivement analysés par Western blot contre les formes
phosphorylées ou totales des protéines ERK1/2 et contre les formes phosphorylées ou non des protéines
AKT.
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Le cetuximab et [’inhibiteur de c-src augmente la sénescence des HCTI116 et [’apoptose des
HT29 induites par le sn38

Des ¢études ont montré que les camptothécines induisent en fonction du type cellulaire
analysé la sénescence associée aux dommages de I’ADN ou ’apoptose (263). Nous testons
ainsi I’activation de ces phénotypes dans les cellules HCT116 et HT29. Le traitement au sn38
induit principalement de la sénescence dans les cellules HCT116 tandis qu’il induit 1’apoptose
de maniere tardive dans les cellules HT29 (figure 41A-B). La sénescence est mesurée apres
72 heures de traitement grace a 1’activité Pgalactosidase a pH 6,0. Les résultats obtenus sont
ensuite confirmés par la mesure par cytométrie de flux de la granulosité cellulaire et
I’expression de Icam-1, facteurs associ€s a la sénescence (400;401). En présence d’inhibiteur
de c-src, de cetuximab et de sn38, la proportion de cellules HCT116 qui possedent une
activité Pgalactosidase ou une surexpression membranaire d’Icam-1 couplée a une granulosité
importante augmente par rapport a un traitement au seul sn38 (figure 41A). Pour confirmer
ces résultats, nous analysons 1’expression de p21 qui active la sénescence cellulaire . Les
résultats montrent que le cetuximab et I’inhibiteur de c-src augmentent I’expression de p21
induite par le sn38. D’aprés ces résultats, nous concluons que le cetuximab et I’inhibiteur de
c-src augmentent I’activation de la sénescence induite par le sn38, dans la lignée HCT116, a
travers 1’activation de p21.

L’apoptose est analysée dans les cellules HT29 aprés 72 heures de traitement grace a
I’activité de la caspase 3 mesurée par cytométrie de flux. Les résultats sont ensuite confirmés
par I’analyse en cytométrie de flux des cellules possédant une quantité d’ADN en SubGl1. En
présence d’inhibiteur de c-src de cetuximab et de sn38, I’activité de la caspase 3 et la
proportion de cellules en SubG1 augmentent par rapport a celle détectée lors d’un traitement
au seul sn38 (figure 41B). Pour confirmer ces résultats nous analysons le clivage de la
protéine PARP par I’activité intracellulaire des caspases. Le sn38 induit effectivement le
clivage de PARP, clivage augmenté lors du méme traitement en présence de cetuximab et
d’inhibiteur de c-src. D’apres ces résultats nous concluons que le cetuximab et I’inhibiteur de

c-src augmentent I’apoptose induite dans la lignée HT29 par un traitement au sn38.
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Figure 41 : Activation de la sénescence ou de I’apoptose par le cetuximab et [’inhibiteur de c-
src

A. L’activitée Pgalactosidase de cellules HCT116 traitées 72h avec des doses croissantes de sn38 en
présence ou non d’inhibiteur de c-src et de cetuximab est mesurée a pH 6,0. Environ 500 cellules sont
analysées et les résultats présentés représentent la moyenne de trois expériences. Des cellules HCT116
subissant les mémes traitements sont ensuite marquées par un anticorps couplé au FITC dirigé contre le
récepteur membranaire Icam-1. La granulosité (SSC) et la fluorescence associée a Icam-1 d’environ
5000 cellules sont alors mesurées simultanément par cytométrie de flux. Finalement I’expression de p21
est analysée dans ces méme cellules par Western blot.

B. L’activité de la caspase 3 est mesurée par cytométrie de flux dans les cellules HT29 traitées selon le
méme protocole que celui utilisé ci-dessus pour la lignée HCT116. La proportion de cellules possédant
une quantité d’ADN inférieur a 2N (Sub G1) est également mesurée par cytométric de flux aprés
marquage de I’ADN a I’lodure de propidium. Enfin le clivage de la protéine PARP par I’activité des
caspases est analysé par Western Blot.
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L’inhibiteur de c-src et le cetuximab augmente la catastrophe mitotique induite par le sn38

La sénescence ou l’apoptose induite par le sn38 sont associées a la catastrophe
mitotique subie par les cellules qui entrent en mitose malgré la présence de dommages
importants dans leur ADN. Nous analysons alors la présence de telles mitoses ou les cellules
multinucléées générées par ces mitoses. Les cellules en mitose sont détectées aprés marquage
de la sérine 10 phosphorylée de I’Histone H3 par cytométrie de flux. Les résultats montrent
que les cellules HT29 déficientes pour la protéine p53 entrent rapidement en mitose (36
heures) malgré le traitement au sn38 et activent sans doute le point de controle du fuseau
mitotique car la proportion de cellules en mitose augmente de facon dramatique au cours du
traitement (figure 42A). A I’inverse nous ne détectons pas de telles augmentations au sein des
cellules HCT116. En revanche, aprés un temps assez long (72heures), nous détectons dans ces
cellules la présence en quantité importante de cellules multinucléées (binucléation et
micronucléation) au sein de la population, ce qui indiquent que ces cellules sont entrées en
mitose, mais sans activation du point de contréle du fuseau mitotique (figure 42A). Ces
cellules sont par contre trés peu présentes au sein de la lignée HT29. En présence de
cetuximab et d’inhibiteur de c-src, ces effets du sn38 sont exacerbés.

Finalement afin de mettre en relation la catastrophe mitotique et 1’apoptose ou la
sénescence selon le type cellulaire étudi€é, nous réalisons une cinétique d’induction de la
catastrophe mitotique au sein des deux lignées que nous comparons avec la cinétique
d’induction de I’apoptose ou de la sénescence. Les résultats présentés figure 42B montrent
que I’apparition des cellules apoptotiques suit I’apparition des cellules mitotiques au sein de la
lignée HT29. Ainsi ces résultats suggerent que 1’activation du point de contrdle du fuseau
mitotique plus importante en présence de cetuximab et d’inhibiteur de c-src est responsable de
I’activation de 1’apoptose plus importante en présence de ces mémes inhibiteurs. De fagon
analogue, 1’apparition au sein de la lignée HCT116 des cellules multinucléées est corrélée a la
détection des cellules sénescentes, ce qui suggére encore une fois que les effets des inhibiteurs

de la voie EGFR-c-src sont dus a I’augmentation de la catastrophe mitotique (figure 42B).
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Figure 42 :Les inhibiteurs du complexe EGFR c-src augmentent la catastrophe mitotique
induite par le sn38.

A. Les cellules HCT116 HT29 sont traitées au sn38 en présence ou en absence de cetuximab et
d’inhibiteur de c-src. Les cellules sont alors alternativement marquées par un anticorps fluorescent
dirigé contre la forme phosphorylée de I’histone H3 sur la sérine 10, par un inhibiteur de la caspase 3
active, par cytochimie ou par analyse de I’activité Bgalactosidase. Ces quatre marqueurs permettent de
mettre respectivement en évidence la mitose, 1’apoptose, la multinucléation et la sénescence. Les
résultats représentent les pourcentages maximum obtenus indépendamment du temps auquel ils ont été
mesurés. Ces résultats sont moyennés par rapport a trois expériences indépendantes

B. Les cellules HCT116 HT29 sont traitées au sn38 selon une cinétique allant de 0 a 96 heures, en

présence ou en absence de cetuximab et d’inhibiteur de c-src. Les mémes marquages que précédemment
sont réalisés et les différents pourcentages obtenus sont mis en relation avec le temps de traitement.
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Effet des inhibiteurs de c-src EGFR sur [’activation du point de contréle de la réplication
induit par le sn38

Apres avoir testé les effets des inhibiteurs de la voie EGFR-c-src sur I’activation de la
catastrophe mitotique par le sn38, nous souhaitions de facon similaire tester leurs effets sur
I’activation du point de contrdle de la réplication. Nous mesurons alors, par la méthode de
Begg et McNally (402), la durée de la phase S au cours du traitement des lignées HCT116 et
HT29. La réplication de I’ADN est brie¢vement (30 min) mesurée par incorporation du BrDU
dans ’ADN. La progression des cellules marquées a travers la phase S est alors mesurée. Le
traitement au sn38 induit ainsi une augmentation importante du temps nécessaire a la
réplication des deux lignées (figure 43A). Le méme traitement en présence de cetuximab et
d’inhibiteur de c-src augmente encore le temps nécessaire a la réplication. De fagon attendue,
la proportion de cellule en phase S augmente lors du traitement au sn38 , augmentation
légérement accentuée par le cetuximab et I’inhibiteur de c-src.

Nous décidons alors d’analyser 1’expression des protéines impliquées dans le point de
controle de la phase S dans les deux lignées. Nous analysons tout d’abord, 1’expression de la
protéine cdc25A qui est dégradée lors de I’activation du point de contrdle. L’expression de
cdc25A augmente au cours du traitement par le sn38 reflétant sans doute I’augmentation de la
proportion de cellule en phase S. Cependant en présence de cetuximab et d’inhibiteur de c-src,
I’augmentation de cdc25A est réduite par rapport a celle observée en présence du seul sn38
(figure 43B). Sachant que la proportion de cellule en phase S est plus importante dans ces
conditions, la diminution d’expression de cdc25A suggere que la protéine est activement
dégradée par le point de controle de la réplication. Afin de confirmer ces résultats, nous
analysons par Western blot la phosphorylation des protéines chkl et de la sérine 15 de p53.
Ces phosphorylations sont spécifiques des protéines kinases ATR activées par I’inhibition de
la réplication. De plus chkl induit la dégradation des cdc25A. Les résultats montrent que le
sn38 induit ces phosphorylations dans les deux lignées cellulaires (figure 43C). En présence
des inhibiteurs d’EGFR c-src, ces phosphorylations sont activées de fagon plus importantes,
ce qui confirme et explique les résultats précédents. Ainsi, le cetuximab et I’inhibiteur de src

renforcent 1’activation du point de contréle de la phase S induit par le sn38.
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Figure 43 :Le cetuximab et l’inhibiteur de c-src renforcent l’activation du point de controle
de la réplication induit par le sn38

A. Les cellules HT29 ou HCT116 traitées au sn38 selon les doses indiquées en présence ou en absence de

cetuximab et d’inhibiteur de c-src sont incubées 30 min avec du BrdU. Les cellules sont ensuite
analysées immédiatement ou quatre heures plus tard par cytométrie de flux aprés marquage de I’ADN
au lodure de propidium. La durée de la phase S est alors calculée selon la méthode de Begg et Mc
Nelly. La proportion de cellule en phase S est également déterminée.

Des extraits cellulaires totaux sont réalisés a partir des cellules HCT116 ou HT29 traitées par le sn38
durant les temps indiqués, en présence ou en absence de cetuximab et d’inhibiteur de c-src. Les extraits
sont alors analysés par Western blot avec un anticorps dirigé contre cdc25A ou I’a tubuline comme
contrdle de charge.

Des extraits cellulaires totaux sont réalisés a partir des cellules HCT116 ou HT29 traitées 24 heures par
le sn38, en présence ou en absence de cetuximab et d’inhibiteur de c-src. Les extraits sont alors analysés
par Western blot avec des anticorps dirigés contre les formes phosphorylées de chkl et de la sérine 15
de p53 ou contre les formes totales de ces protéines.
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Le cetuximab et l'inhibiteur de c-src augmentent les dommages de [’ADN induits par le sn38

L’un des facteurs qui régule 1’activation du point de controle de la réplication et la
catastrophe mitotique est la quantit¢ de dommages de I’ADN produits par le sn38. Les
résultats des figures 42 et 43 laissent ainsi supposer que le cetuximab et ’inhibiteur de c-src
augmentent ces dommages de I’ADN. Afin de tester ceci, nous quantifions les dommages de
I’ADN grace au test du comet en condition alkalin-neutre. Les cellules sont enfermées puis
lysées dans de 1’agarose. L’ADN est alors soumis a une électrophorése au cours de laquelle
I’ADN endommagé migre plus rapidement que le reste du noyau. La quantit¢ d’ADN
endommagé marqué par un intercalant fluorescent peut alors étre quantifiée par rapport a
I’ADN intégre resté au sein du noyau. Les résultats présentés figure 44A montrent qu’un
traitement au sn38 de 36 heures induit I’apparition de dommages de I’ADN dans les deux
lignées HCT116 et HT29, dommages peu augmentés par la présence de cetuximab et
d’inhibiteur de c-src. 12 heures aprés lavage du milieu de culture, on remarque que le taux de
dommages de I’ADN diminue dans les lignées HCT116 et HT29. En revanche, apres lavage,
la quantité de dommages de I’ADN continue a augmenter dans les deux lignées en présence
des inhibiteurs de la voie EGFR c-src. Ces résultats suggerent que ces inhibiteurs perturbent
plutdt la réparation des dommages de ’ADN que leur induction. Il est ainsi probable que ces
inhibiteurs altérent la réparation des fourches de réplication effondrées a cause de la présence
du sn38, plutdt que la régulation des complexes de clivages induit par le sn38.

Afin de confirmer ces résultats, nous quantifions la phosphorylation de H2AX sur la
sérine 139 induite par le sn38 dans les deux lignées. Cette phosphorylation est spécifique des
cassures doubles brins générées lors de 1’effondrement des fourches de réplication (395). Le
sn38 induit bien la phosphorylation de H2AX dans les deux types cellulaires. La présence de
cetuximab et d’inhibiteur de c-src n’induit pas de modification importante de ceci (résultat
non montré) confirmant le fait que ces inhibiteurs n’agissent pas en amont de 1’effondrement
de la fourche de réplication au niveau du complexe de clivage. En revanche, 12 heures apres
lavage du milieu de culture, la quantité de pH2AX détectée continue d’augmenter en présence
d’inhibiteur de la voie EGFR-c-src tandis qu’elle tend a diminuer en leur absence (figure
44B). On peut remarquer que la phosphorylation de H2AX est associée avec la progression
des cellules de la phase G1 vers la phase G2, ce qui est cohérent avec le modéle qui prédit que
H2AX est phosphorylée lors de I’effondrement des fourches de réplication au cours de la
phase S et qui confirme I’hypothése selon laquelle le cetuximab et I’inhibiteur de c-src

perturbent la réparation des fourches de réplication effondrées.
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Figure 44 : Le cetuximab et l'inhibiteur de c-src empéchent la réparation des fourches de
réplication effondrées par le sn38

A. Les cellules HCT116 ou HT29 sont traitées ou non par le sn38 en présence ou en absence de cetuximab et
d’inhibiteur de c-src durant 24 heures ou durant 24 heures puis 12 heures sans sn38. Les cellules sont
mixées avec de 1’agarose et soumises a une électrophorése. Aprés marquage de I’ADN au SYBR green, le
« tail moment » est calculé grace au logiciel COMET assay IV.

B. Les mémes cellules sont traitées 24 heures au sn38 en présence ou en absence de cetuximab et d’inhibiteur
de c-src, puis 12 heures sans sn38. Les cellules sont alors marquées, par un anticorps fluorescent dirigé
contre la sérine 139 phosphorylée de H2AX, et par un marqueur de I’ADN (Iodure de propidium). Le cycle
cellulaire et la phosphorylation de H2AX sont alors analysés par cytométrie de flux.
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Figure 45 : Le cetuximab et l’inhibiteur de c-src empéchent [’activation transcriptionnelle de
Emel par STAT3 lors d’un traitement au sn38

A. Des extraits totaux sont réalisés a partir de cellules HCT116 et HT 29 traitées 24 heures au sn38 en présence
ou en absence de cetuximab et d’inhibiteur de c-src. Les extraits sont ensuite analysés par Westen blot avec
des anticorps dirigés contre les protéines indiquées. Alternativement, les ARNm sont purifiés a partir de ces
extraits et analysés par RT-PCR avec des primers spécifiques des génes indiqués. Les résultats représentent

la moyenne de trois expériences.

B. A partir de cellules traitées dans les mémes conditions, des expériences d’immunoprécipitation de
chromatine sont réalisées avec les anticorps dirigés contre les protéines STAT3 ou Etsl. L’ADN récupéré
lors de I’'immunoprécipitation est alors analysé par PCR avec des primers spécifiques des promoteurs de
Emel, c-myc et p21. Les résultats représentent la moyenne de trois expériences.
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Le cetuximab et I'inhibiteur de c-src empéchent [’activation transcriptionnelle de la protéine
Emel par STAT3

Si I’EGFR et la protéine c-src ne perturbent pas la formation du complexe ternaire par
le sn38, I’expression des protéines impliqués dans ce mécanisme ne doit pas étre altérée par
I’inhibition de ces kinases. Nous mesurons alors 1’expression de la topoisomérase I dans les
lignées cellulaires HCT116 et HT29. Le traitement au sn38 seul ou avec les inhibiteurs de
I’EGFR c-src ne modifie pas I’expression de la topoisomérase ce qui constitue une indication
confortant 1’hypothése que ces inhibiteurs ne régulent pas la formation des complexes
ternaires (figure 45A).

Dans un second temps, nous mesurons 1’expression des protéines XRCCI1, TDPI,
Emel et Fenl. Nous choisissons ces protéines pour deux raisons. La premiére est que
I’inhibition de ces protéines induit une hypersensibilité aux camptothécines chez la levure. La
seconde est que ces systemes permettent de supprimer le complexe ternaire en particulier au
niveau des fourches de réplication effondrées et peuvent donc étre responsables des effets
observés sur la figure 44. Les protéines XRCCI1-TDP1-Fenl agissent dans un méme
complexe tandis que Emel est complexée a I’endonucléase Mus81 et permet de ’activer
(221;403). Les résultats obtenus par Western Blot et RT-PCR montrent que le sn38 active la
transcription et I’expression de la protéine Eme 1 dans les deux types cellulaires, activation en
revanche limitée par I’inhibiteur de c-src et le cetuximab (figure 45A). L’expression des
autres protéines étudiées n’est pas radicalement altérée par le sn38 dans les deux types
cellulaires. Cependant I’expression de Fenl est 1égérement réprimée dans les HT29 par le
traitement au cetuximab et I’inhibiteur de c-src. De plus, ces mémes agents empéchent la
légere activation d’expression de Fenl observée dans les HCT116.

Les résultats indiquant clairement une régulation de Emel, nous choisissons
d’analyser 1’occupation du promoteur de Emel par divers facteurs de transcriptions. .Nous
sélectionnons deux régions sur le promoteur susceptible d’étre occupées par les facteurs de
transcription STAT3 et Ets1-2. Ces deux facteurs sont analysés car les résultats présentés
précédemment montrent clairement que STAT3 est régulé par le traitement au sn38 tandis que
Ets1 pourrait étre régulé via la modulation des MAPK ERKSs. (figure 40B-C). Les expériences
d’immunoprécipitation de chromatine indiquent que STAT3 est spécifiquement recruté sur le
promoteur de Emel lors d’un traitement de 24h au sn38. En revanche nous ne sommes pas
capables de détecter la présence de Ets-1 (Figure 45B). La régulation de STAT3 par le sn38

semble étre trés spécifique car d’autres promoteurs cibles de STAT3 ne sont pas occupés par
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le facteur de transcription lors du traitement. Ainsi nous ne sommes pas capables de détecter
la présence de STAT3 sur le promoteur de c-myc ou sur le promoteur de p21.

Enfin le traitement au sn38 en présence d’inhibiteur de c-src et de cetuximab n’induit
plus le recrutement de STAT3. Ces résultats indiquent donc que le cetuximab et 1’inhibiteur
de c-src empéchent I’activation de Emel par le sn38 en inhibant 1’activation et le recrutement
de STAT3 sur le promoteur du geéne (figures 40B et 45B).

Ces effets du cetuximab et de I’inhibiteur de c-src peuvent expliquer les résultats
montrant que les lignées HCT116 et HT29 ne peuvent réparer de manicre efficace les

fourches de réplication effondrées et sont du coup plus sensibles a un traitement au sn38.

DISCUSSION

L’inhibition de I’EGFR est une nouvelle stratégie permettant de combattre le
développement tumoral chez le patient, en particulier celui du colon. Les protéines EGFR-c-
src toutes les deux surexprimées dans les cancers du colon et nous avons montré que le sn38
induit la phosphorylation spécifique des tyrosines de ’EGFR impliquées dans la voie de
signalisation EGFR c-src, ce qui suggérait que ’utilisation d’une combinaison cetuximab
inhibiteur de c-src pouvait étre intéressante. Nous avons ainsi montré dans ces travaux que
I’inhibition de la protéine kinase c-src et de ’EGFR permet de sensibiliser de fagon
synergique deux lignées colorectales HCT116 et HT29 a un traitement basé sur 1’inhibition de
la topoisomérase I.

Les travaux présentés montrent que ces inhibiteurs empéchent 1’activation et le
recrutement spécifique de STAT3 sur le géne de Emel par le sn38. Le recrutement de STAT3
étant associé¢ a ’activation d’Emel, ces inhibiteurs empéchent I’activation de Emel par le
sn38 et STAT3. Il est intéressant d’observer que STAT3 n’est pas recruté sur certains de ses
genes cibles comme c-myc ou p21. Il est possible que 1’activation de STAT3 par le sn38,
I’EGFR et c-src soit particuliére. Par exemple des travaux ont récemment mis en évidence un
complexe STAT3 EGFR sur I’ADN capable de réguler le gene iNOS (404). La présence de
I’EGFR dans le complexe transcriptionnel formé par STAT3 pourrait modifier de fagon
drastique les genes cibles de STAT3. Des résultats préliminaires montrent ainsi que I’EGFR
est présent au sein du noyau aprés un traitement au sn38 dans les deux lignées cellulaires, et
que le cetuximab et I’inhibiteur de c-src inhibent ceci. Ces résultats sont en accord avec les
travaux montrant que le cetuximab inhibe la translocation nucléaire de ’EGFR (405)

L’inhibition de Emel par le cetuximab et I’inhibiteur de c-src est sans doute

déterminante dans les effets observés de ces inhibiteurs sur la réponse au sn38 des deux
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lignées cellulaires. Emel est indispensable a 1’activation du complexe endonucléase Emel-
Mus81. Ce complexe permet de supprimer le complexe ternaire des fourches de réplication
effondrées, étape indispensable au redémarrage de la réplication par recombinaison
homologue. Ainsi, I’inhibition d’Emel empéche sans doute le redémarrage de la réplication,
et augmente la persistance des cassures doubles brins présentes lors du traitement, la
phosphorylation de H2AX étant le témoin de ces éveénements. La persistance des cassures
doubles brins explique bien les résultats montrant que le cetuximab et I’inhibiteur de c-src
renforcent le point de contrdle de la réplication induit par le sn38. Il est possible que la légere
inhibition d’expression de Fenl participe a ces événements en inhibant un autre complexe
TDP1/XRCC1/Fenl capable de supprimer le complexe ternaire. La structure 3’ FLAP présente
au niveau des fourches effondrées, laisse cependant supposer que Emel-Mus81 a un role
prépondérant car elle reconnait de fagon trés spécifique cette structure (184).

Il est remarquable d’observer que dans les deux types cellulaires, I’inhibition de la
réparation des dommages de I’ADN modifie de fagon similaire la réponse globale au sn38,
indépendamment de la réponse moléculaire. Ainsi, bien que la réponse cellulaire des HCT116
soit plutot orientée vers la sénescence et la réponse des HT29 orientée vers I’apoptose, les
deux inhibiteurs sensibilisent de fagon identique les deux lignées. Le point central pourrait
étre I’induction de la catastrophe mitotique par les dommages de I’ADN. Il est vraisemblable
que l’augmentation des dommages de ’ADN présents au cours de la mitose favorise les
altérations chromosomiques produites au cours de la catastrophe mitotique entrainant la mort
des cellules indépendamment du mode de mort utilisé. Les résultats montrent ainsi que la
catastrophe mitotique induite par le sn38 est plus importante en présence des inhibiteurs de la
voie EGFR src. On peut a partir de ceci proposer un modéle expliquant les effets du
cetuximab et de ’inhibiteur de c-src sur la réponse au sn38 dans les deux types cellulaires
(figure 46)

Le dernier point important de ces travaux est la relevance qu’ils ont pour I’utilisation
du cetuximab en thérapie clinique. Le cetuximab pourrait ne pas étre efficace en présence
d’une surexpression de c-src. La détection de c-src serait ainsi prédictive de I’efficacité du
traitement. Alternativement, 1’inhibition ici de c-src pourrait sensibiliser les patients aux
traitements basés sur la combinaison cetuximab sn38. Finalement dans un méme ordre d’idée,
la détection des protéines impliquées de manicre spécifique dans la réparation des dommages
de ’ADN serait sans doute plus prédictive que celles impliquées dans le type de réponse
induit par le sn38. Le fait que des protéines tel que p53 ou Bcl2 ne prédisent pas bien la

réponse au sn38 est en accord avec cette hypothése (266).
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Figure 46 : Le cetuximab et I’inhibiteur de c-src sensibilisent les lignées colorectales au sn38
en inhibant la réparation des fourches de réplication effondrées.
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Partie 5: Loncogéne STAT3 comme marqueur

prédictif de la résistance aux drogues

antitumorales
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La revue présentée dans cette derniére partie résume les différents effets observés de
STAT3 au cours de la tumorigenese, en particulier ceux impliquant I’inhibition de 1’apoptose
et des différents points de contrdle du cycle cellulaire. D’aprés nos travaux et ceux de
plusieurs autres équipes, nous proposons que les cellules ayant perdu ces différents points de
contrdle basés sur les voies p53-p21 ou pl6-pl4ARF, et exprimant des formes
constitutivement actives de STAT3 seraient intrinsequement résistantes aux divers agents de
chimiothérapie. L’implication de ceci est discutée en terme de prédiction de réponse objective
aux traitements de chimiothérapie des tumeurs exprimant STAT3, ainsi qu’en terme d’intérét
a utiliser des inhibiteurs spécifiques de STAT3 en complément des chimiothérapies

classiques. L hypothese issue de cette discussion est schématisée ci-dessous.

(p16-ARF)- 111 Tissu épithéliale sain
STAT3 (p53-p21)- % Masse tumorale
L B Cellule Bgalactosidase +

I I B Cellule chromatine
condensée et fractionnée

B Marqueur STAT3 actif +

“Sénescence “Sénescence
apoptose” apoptose” .
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Figure 47 : Le facteur de transcription STAT3 en tant que marqueur prédictif des réponses
aux chimiothérapies

La figure représente les différents profils pouvant étre obtenus lors d’un marquage d’une tumeur par
immunohistochimie de 1’apoptose, la sénescence et STAT3. Nous proposons I’hypothése selon laquelle la

conjugaison de ces trois marqueurs peut prédire la réponse aux chimiothérapies et permettre la sélection des
patients susceptibles d’étre traités par un inhibiteur spécifique de STATS3.
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Constitutive activation of STAT3 (signal transducer and
activator of transcription) has been reported in several
primary cancers and tumor cell lines where it induces cell
transformation through a combined inhibition of apop-
tosis and cell-cycle activation. Several studies have
suggested that STAT3 prevents cell-cycle arrest and cell
death through upregulation of survival proteins and
downregulation of tumor suppressors. As a conse-
quence of anti-apoptotic and proliferative lesions, we
propose that this oncogenic pathway is also involved in
intrinsic drug resistance and that STAT3-expressing
tumors are resistant to chemotherapeutic agents. If this
hypothesis is correct, the detection of the activated form
of this protein should help to define subsets of tumors
that fail to respond to chemotherapy. Furthermore,
interfering with the STAT3 oncogenic pathway might
restore the sensitivity to anticancer drugs.

The STAT3 oncogene

Signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3)
proteins are cytoplasmic transcription factors that trans-
locate into the nucleus following cytokine activation. Bind-
ing of growth factors to their receptors activates
intracellular kinases such as Janus or SRC that then
phosphorylate STAT3 on a tyrosine residue (705).
Although it was initially believed that dimerization is
induced by phosphorylation, this long-standing view might
be incorrect because recent studies have shown that STAT
proteins are probably dimerized before cell stimulation
and that phosphorylation induces a conformational change
in the dimer [1,2]. At the molecular level, STAT3 proteins
act as transcriptional activators and activate their target
genes through their association with several coactivator
complexes such as steroid receptor coactivator 1a (NCOA)-
SRCla, cyclin-dependent kinase 9 (CDK9) or Brahma-
related gene 1 (BRG1) [3-5]. These proteins induce local
chromatin remodeling at target promoters to enable the
loading of the initiation complex. Among the seven STAT
genes, STAT3 is the only one that, when ablated causes
embryonic lethality and, in adults, its conditional ablation
yields important defects in hepatocytes, macrophages,
keratinocytes and thymic or mammary epithelial cells
[6,7]. Accordingly, STAT3 has important roles in several
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biological responses such as proliferation, differentiation
and apoptosis.

In addition to its classic functions, STATS3 is important
in tumorigenesis. In contrast to normal cells where STAT3
phosphorylation is only transient, its constitutive activa-
tion has been reported in several primary cancers, in
tumors cell lines and in many oncogene-transformed cells
[7-9]. Although naturally occurring mutations of STAT3
have not been reported, constitutive activation of this
transcription factor depends on dysregulated oncogene
kinases such as SRC, break cluster region (BCR)-abelson
(ABL) or MET, or viral oncogenes such as large T [10-12].
Direct evidence that STAT3 signaling pathway is onco-
genic comes from studies that reported that STATS inac-
tivation leads to the inhibition of v-src-mediated cell
transformation and that a constitutively activated form
of this transcription factor induces tumors in nude mice
[11,13]. Recent genetic studies using a STAT3 conditional
knockout have shown that its inactivation is sufficient to
prevent induction of skin tumors [14,15]. Using transgenic
mouse models, it has also been shown that STATS3 is
required for tumors that are induced by the nucleophosmin
(NPM)-anaplastic lymphoma kinase (ALK) oncogene [16].
Furthermore, selection of genetic suppressor elements
(GSEs), transcriptome-derived transdominant inhibitors
that arrest cell growth, highlighted STAT3 as one of the
top genes that gives rise to multiple GSEs, indicating that
STATS3 is a key determinant of breast-carcinoma cell pro-
liferation [17]. Although this is not the case in every cell
lineages [18-21], STAT3 has been reported to be dispen-
sable for normal cell growth in fibroblasts [22]. If con-
firmed, this observation would suggest that therapeutic
approaches that target STAT3 signaling might destroy
tumor cells without affecting every normal cell.

At the molecular level, STAT3 participates in cell
transformation through the activation of several genes
involved in cell-cycle progression, such as cyclin DI,
MYC or cell division cycle 25A (CDC25A) [23,24]. STAT3
also upregulates survival genes, such as B-cell CLL/lym-
phoma (BCL)2 and BCL-XL [13,25-28], and it induces the
expression of genes that are involved in invasion and
metastasis, such as the matrix metalloproteinase 9
(MMP9) [29]. In addition, STAT3 prevents telomere short-
ening through the activation of the catalytic subunit of
human telomerase reverse transcriptase gene (hATERT)
[30]. MYC, cyclin D1 and CDC25A are crucial mediators
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of cell proliferation and cell transformation that get
activated during the G1 phase of the cell cycle. Active
cyclin—-CDK complexes phosphorylate members of the
pocket protein family, such as the retinoblastoma protein
(RB), to activate E2F transcription factors and induce cell
proliferation. Importantly, complete cell-cycle progression
relies on the dephosphorylation of CDK2 by the CDC25a
phosphatase, and we have recently shown that STAT3
cooperates with MYC to induce the expression of the
CDC25A gene [23]. Therefore, through a combined upre-
gulation of MYC, cyclin D1 and CDC25A, STAT3 induces
S-phase progression through E2F activation and upregu-
lation of DNA replication genes (Figure 1). However, it is
important to note that the STAT3 transcriptome is prob-
ably cell type and tumor specific. Specifically, it is probable
that STAT3-target genes are not the same after cytokine
stimulation or in response to oncogenic signaling. For
example, although STAT3 binds to the cyclin D1 or survi-
vin promoters in oncogene-transformed cells, this, and its
relation with gene activation, remain to be shown upon
cytokine stimulation. In addition, it is well known that
transcription relies on the association of several DNA-
binding proteins, which altogether form an enhanceosome
[31]. Despite recent elegant studies [27,32,33], these
enhanceosomes remain mostly uncharacterized in the case
of STAT3. The association with these DNA-binding part-
ners is likely to depend on the different cell lineages and on
the type of stimulation, cytokines or oncogenic kinases.
For these reasons, we speculate that the transcriptional
activity of STATS is reprogrammed during its oncogenic
activation and its cancer target genes are not necessarily
the same as in normal conditions.

All signaling pathways that drive abnormal cell
proliferation harbor intracellular sensors that normally
activate apoptosis or senescence. Thus, the STATS3
oncogenic signaling is normally restrained to prevent inap-
propriate cell-cycle progression. Consequently, the down-
regulation of tumor-suppressor networks is probably a
prerequisite for this oncogene to induce cell transforma-
tion. If this hypothesis is correct, this would suggest that
STATS provides cancer cells with an enhanced ability to
survive genotoxic treatments as an indirect consequence
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of the inactivation of cell-death pathways. Because one
essential question of cancer treatment is to understand
why tumors fail to respond to chemotherapy, determining
whether the STAT3 oncogenic pathway is involved in drug
resistance is therefore an important issue to resolve.
Although this might depend on the cell type, we propose
that the activation of cell-cycle genes and survival proteins
might enable STAT3-expressing cells to escape from con-
ventional chemotherapies.

The ARF-p53 tumor suppressor network, cell death and
senescence

One of the most important sensor of these tumor suppressor
networks is the p53 transcription factor, which is induced by
oncogenes to prevent cell transformation. Among the
numerous proteins that regulate p53 functions, p14ARF
(p19Arf in mouse, ARF hereafter, standing for alternate
reading frame product of the INK4 gene) seems to be one of
the essential components of the p53 tumor-surveillance
pathway. In normal conditions, ARF is not expressed
because its promoter is dowregulated by E2F3b, a variant
of E2F3 that functions as a transcriptional repressor [34].
Aberrant mitogenic signals enable the activating forms of
E2F to bind to the ARF promoter to induce its expression. It
has been proposed that ARF is expressed only when an
E2F signaling threshold is exceeded following oncogenic
activation.

The main activity of ARF is its ability to bind to p53
inhibitors and to control ribosome biogenesis. Human
double minute (HDM2) [mouse double minute 2 (Mdm2)
in mouse] and ARF—protein binding 1 (BP1)/Mule are two
specific E3 ubiquitin ligases that mediate p53 degradation
through ubiquitination. Following its interaction with
ARF-BP1/Mule, ARF inhibits its E3 ligase enzymatic
activity to induce p53 stabilization [35]. As for ARF-
BP1/Mule, ARF can directly inhibit Mdm2 ligase activity
[36]. However, this is complicated by the fact that ARF
might localize in the nucleolus, which is the site of ribo-
somal RNA (rRNA) processing. Because p53 and HDM2
are present in the nucleoplasm, it has also been proposed
that ARF sequesters HDM2 in the nucleolus [37] to prevent
its interaction with p53. However, this issue remains
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Figure 1. Essential role of STAT3 during cell transformation. As previously proposed [86], tumorigenesis is a multistep process that relies on the successive dysregulation
of several molecular components. Through the upregulation of genes that are involved in cell-cycle progression and cell-death evasion, in addition to activation of
metastasis and angiogenesis, STAT3 transcription factor enables cancer cells to acquire the hallmarks capabilities of tumorigenesis.
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controversial because non-nucleolar forms of ARF might be
unstable and difficult to detect. Accordingly, forms of ARF
that do not localize to the nucleolus are still able to
stabilize p53 [38,39]. In addition, ARF has also been
reported to control ribosomal biogenesis [40] through the
proteasomal degradation of B23, a nucleolar ribonuclease
involved in the maturation of rRNA [41]. Therefore, p53
activation and inhibition of ribosomal subunit assembly
provide two mechanisms by which ARF prevents abnormal
proliferation in response to oncogenic insult.

Following its stabilization in response to ARF, the p53
transcription factor activates its target genes to prevent
abnormal proliferation. These genes can be divided in
three classes: one that controls cell-cycle arrest and senes-
cence, one that controls apoptosis and one that regulates
glucose metabolism and autophagy [42]. p53 is essentially
known as a pro-apoptotic transcription factor that upre-
gulates the expression of proteins such as BCL2-associated
X protein (BAX), p53 upregulated modulator of apoptosis
(PUMA) or NOXA. These two BH3-only proteins interact
with BCL2 survival proteins to induce mitochondria-
dependent cell death. In addition, p53 also induces the
expression of other components of the apoptotic or death-
receptor signaling such as apoptotic peptidase activating
factor 1 (APAF'1), caspase 6 or FAS.

Besides apoptosis, p53 is also involved in the induction
of senescence, an antitumor mechanism that prevents
abnormal cell proliferation. Senescence corresponds to
an irreversible proliferative arrest induced by several
types of stress such as oncogene expression, telomere
shortening or chemotherapeutic drugs [43]. The associa-
tion of this protective pathway with pre-malignant lesions
strongly suggests that its inactivation is an important step
during malignant progression [44]. Senescence induction
involves the combined activities of p53—p21WAF, p16INK4
and, in some cases, of RB, which induces heterochromatin
formation at specific sites in the genome [45]. This altera-
tion of chromatin morphology is associated with transcrip-
tional repression of promoters of proliferation-associated
genes and with permanent cell-cycle arrest.

Although their relative contributions vary depending
on the cell type, cellular senescence and apoptosis are
essential mechanisms of tumor suppression that need to
be inactivated during cell transformation. Recent results
indicate that the STATS3 oncogene inactivates these tumor-
suppressor mechanisms to enable survival and prolifera-
tion of cancer cells.

Inactivation of tumor-suppressor pathways by the
STAT3 oncogene

Using dominant-negative proteins, antisense
oligonucleotides or RNA interference (RNAi), several stu-
dies have shown that STATS3 contributes to malignancy by
inactivating the two main pathways involved in apoptosis
induction. The intrinsic apoptotic pathway relies on the
release of cytochrome ¢ from mitochondria and on the
activation of caspases. In a wide range of tumor cells,
STAT3 has been shown to induce the expression of BCL-
XL and myeloid cell leukemia sequence 1 (MCL1), two
BCL2-prosurvival proteins that prevent cytochrome c
release and inhibit mitochondria-dependent cell death
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[13]. In addition, STAT3 upregulates the expression of
survivin, a member of the inhibitor of apoptosis protein
(IAP) family. IAPs act as endogenous inhibitors of cas-
pases, and survivin can bind to caspase 9 to prevent its
activity [46]. Importantly, the expression of survivin cor-
relates with STAT3 activation in breast tumors, and the
inhibition of this signaling pathway induces apoptosis
[47,48]. Finally, it has also been shown that AKT is a
direct target gene of STATS3, which binds directly to its
promoter to enhance its expression [49]. Because AKT is a
well-known positive mediator of cell survival, its upregula-
tion is likely to contribute to STAT3 anti-apoptotic function
[49].

STAT3 is also able to prevent cell death through
inhibition of the extrinsic apoptotic pathway. This path-
way is activated upon binding of extracellular ligands such
as FAS ligand (FAS-L) to cell-surface death receptors.
Upon interaction with FAS-L, the FAS death receptor
induces cell death through caspase-8 activation and trun-
cation of the death agonist BID. Downregulation of FAS
expression is a common event during tumor progression
and has been correlated with resistance to radiation or
drug-induced cell death. Importantly, STAT3 binds
directly to the FAS promoter in association with JUN to
suppress the transcription of the death receptor. The
inhibition of this oncogenic cooperation re-induces the
expression of the death receptor and restores the sensitiv-
ity to FAS-L-mediated apoptosis [27,50]. In addition to its
interaction with JUN, STAT3 cooperates with the nonca-
nonical nuclear factor-xB (NF-kB) signaling pathway to
regulate apoptosis [51]. STATS facilitates the processing of
the p52 subunit from its p100 precursor and interacts with
p52 on DNA. Consequently, the cooperation between these
two transcription factors prevents cell death in response to
genotoxic drugs. Future experiments will be important to
determine whether STAT3 and NF-«B function co-opera-
tively in oncogenesis and cell survival.

Besides apoptosis, STAT3 inhibits cell-cycle arrest and
senescence through inactivation of p53 and p21WAF1.
This has been initially reported in myeloma cells where
the interleukin-6 (IL-6)-STAT3 signaling pathway inhi-
bits the expression of p21WAF1 [52], and has been further
confirmed in melanoma cells where STAT3-mediated
expression of p21WAF1 is lost in advanced metastatic
lesions [53]. Furthermore, we have recently observed in
glioma and breast-cancer cells that constitutive activation
of STATS is also associated with a reduced expression of
p21WAF1 [54,55]. In these cells, STAT3 and cyclin D1
associate to form a transcriptional repressor complex that
binds to the promoter of the cell-cycle inhibitor p21WAF1
to downregulate its expression. STAT3 can also cooperate
with AKT or MYC to downregulate p21WAF1 expression
and prevent cell-cycle arrest or senescence [55,56]. Inter-
estingly, it has also been recently shown that the SRC-
STAT3 oncogenic pathway might inhibit the expression of
the p53 gene. Following its activation by the SRC kinase,
STATS3 binds to the promoter of the tumor suppressor gene
and prevents its expression. Accordingly, small interfer-
ing (si)RNA-mediated inhibition of STAT3 signaling
enhances the steady-state levels of p53 [57]. These results
expand previous data that showed that SRC-induced DNA
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synthesis requires the inhibition of a p53-dependent
pathway [58] and that STAT3 downregulates the p53
promoter in breast-cancer cells [59]. However, these stu-
dies require further support, and it will be important to
determine whether the detection of the activated form of
STATS3 in tumor samples correlates with the downregula-
tion of p53 expression.

Altogether, these results indicate that STAT3
downregulates the expression of p53 and p21WAF1.
Importantly, other molecules such as p16INK4 are prob-
ably also involved in the induction of permanent cell-cycle
arrest. Because disruption of pl6INK4 enables escape
from RAS-induced senescence [60], it will be important
to determine whether STAT3 can also regulate the expres-
sion of this cell-cycle inhibitor.

Besides escape from cell death and senescence, abnormal
proliferation of tumors cells has also been linked to telomer-
ase expression. Under normal conditions, chromosome ends
shorten to limit the proliferation state of somatic cells,
eventually leading to replicative senescence. To prevent
deregulated proliferation, tumor suppressor mechanisms
downregulate the expression of hTERT [61] so that this
protein is normally not expressed in somatic cells. Conse-
quently, several oncogenes re-induce the expression of
hTERT to maintain telomere length and prevent replicative
senescence [62]. Interestingly, STAT3 can directly bind to
the hTERT promoter to upregulate its expression [30]. In
addition, siRNA-mediated inactivation of hTERT induces
cell death in STATS3-expressing cells, suggesting that
upregulation of the telomerase has an important role in
STAT3-mediated transformation.

These observations strongly indicate that STATS3
contributes to malignancy by inhibiting cell death, cell-
cycle arrest and senescence. As stated above, this is prob-
ably not true for the normal functions of STATS because it
might not be necessary for normal cell growth, at least in
certain cell types [22]. How a single transcription factor can
mediate such different responses is an important issue to
be resolved, but cell transformation is probably related to
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the upregulation of a specific set of activated genes. This
leads to the hypothesis that oncogenic activation shifts
the normal spectrum of STATS3 transcriptional activity
towards the activation of growth-promoting genes at the
expense of cell death and cell-cycle inhibitory proteins.
This provides STAT3-expressing cells with intrinsic pro-
liferative and survival advantages that might enable these
cells to escape the effects of anticancer drugs (Figure 2).

The STATS3 signaling pathway as a predictive marker of
drug resistance

One essential question of cancer treatment is to
understand why tumors fail to respond to chemotherapy.
Delineating which oncogenic signaling is implicated in
tumor resistance and which target is predictive of tumor
relapse is an essential goal of future chemotherapy.
Chemoresistance was initially linked to a reduced concen-
tration of the drug via efflux pumps, to detoxification
enzymes or to an enhanced DNA repair activity. It is
now clear that tumor cells also escape cytotoxic treatments
by reprogramming their survival pathways. Because apop-
tosis inhibition is necessary to provide cancer cells with the
ability to survive in a stressful environment, it has been
proposed that oncogenes provide cancer cells with intrinsic
resistance capacities. Because many chemotherapeutic
treatments activate cell death through apoptosis, the same
program that prevents carcinogenesis, drug resistance
might be a corollary of tumorigenesis [63]. Importantly,
anticancer drugs induce different modes of cell death, and
apoptosis should not be considered as the only consequence
of chemotherapeutic treatment [43,64-66]. As stated
above, senescence is a key determinant of tumor response
to therapy in vitro and in vivo [44,67]. Recent results on
human tumor biopsies have demonstrated that senescence
acts as a tumor-suppressor mechanism in pre-malignant
lesions [68-70]. Consequently, the inactivation of this
protective pathway is probably an important step during
malignant progression [43], and tumors with a low senes-
cence index might have a worse prognosis compared with
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Figure 2. STAT3 and tumor suppressor networks. Oncogenic signaling is normally restrained by tumor suppressor networks that induce cell-cycle arrest and cell death in
response to abnormal cell proliferation. The successive inactivation of suppressor genes is necessary for cancer-cell propagation. Because cell-death inactivation is
probably an intrinsic by-product of tumorigenesis, we propose that the STAT3 oncogenic pathway might be considered as a predictive marker of drug resistance.
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tumors where this signaling pathway is still functional
[44]. In addition, many types of abnormal mitosis that are
due to chromosomal damage induce cell death either dur-
ing mitosis or after (mitotic catastrophe). Mitotic check-
points are essential to prevent segregation of abnormal
DNA that would otherwise lead to asymmetric division and
aneuploidy [71].

It is becoming increasingly clear that chemotherapeutic
treatments induce cell-cycle arrest and cell death through
the upregulation of apoptosis, senescence or mitotic cata-
strophe. In parallel, inactivation of the intrinsic or extrin-
sic apoptotic pathways, inhibition of senescence and
downregulation of the mitotic checkpoint are probably
essential events of cellular transformation. Because
STAT3 enhances the expression of survival proteins and
prevents cell-cycle arrest and senescence, we propose that
this oncogenic pathway is not only involved in cell trans-
formation but also in intrinsic drug resistance. Indeed,
several recent studies have suggested that the STAT3
oncogenic pathway is associated with intrinsic drug resis-
tance.

This was initially proposed when it was demonstrated
that IL-6 and IL-10, two cytokines that are known to
activate STATS3, confer a drug-resistant phenotype in renal
carcinomas, which was subsequently confirmed in different
cancer cell lines such as multiple myeloma [72,73]. Several
studies have further suggested that the upregulation of
STATS3 directly confers a drug-resistance phenotype. For
example, overexpression of this transcription factor pro-
tects epidermal keratinocytes or cervical carcinoma cells
from ultraviolet radiation (UV)-induced apoptosis [74,75].
In addition, STAT3 deficiency sensitizes keratinocytes to
UV-induced apoptosis. Interestingly, a simple application
of a naked STAT3 plasmid on the skin is sufficient to
prevent the effect of irradiation. This protective effect
was also confirmed in colorectal cancer cell lines where
STATS inactivation also enhances UV-induced cell death
[57]. In multiple myeloma, the aberrant activation of
STATS has also been shown to confer resistance to FAS-
mediated apoptosis [28]. The inhibition of STATS signaling
downregulates the expression of survival proteins and
restores the sensitivity to cell-death receptors. Further-
more, a constitutively activated form of STAT3 has been
shown in vivo to protect liver cells from FAS-mediated
apoptosis and necrosis [76]. This has been related to an
enhanced expression of anti-apoptotic proteins such as
FLICE-inhibitory protein (FLIP), BCL2, or BCL-XL and
a downregulation of FADD-like interleukin-1 B-converting
enzyme (FLICE) and caspase 3. Finally, recent studies
have shown that paclitaxel-resistant ovarian cancer cell
lines show an abnormal increase of STAT3 activity and
that the RNAi-mediated downregulation of the transcrip-
tion factor reduced paclitaxel resistance [77]. Importantly,
a higher activation of STAT3 was correlated with a drug-
resistant profile of recurrent ovarian tumors.

STAT3 is also implicated in the survival of chronic
myelogenous leukemia (CML) cells where this transcrip-
tion factor is probably constitutively activated by the BCR—
ABL kinase. Although the BCR-ABL kinase inhibitor
imatinib mesylate (Gleevec) is efficient in chronic-phase
CML, the development of drug resistance finally leads to
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disease progression. The combination of flavopiridol, a
CDK inhibitor, and bortezomib, a proteasome inhibitor,
has been recently shown to induce cell death in leukemia
cells that are otherwise resistant to imatinib mesylate [78].
Interestingly, this effect has been linked to STAT3 inacti-
vation, suggesting that this transcription factor might be a
key determinant of drug resistance in leukemia cells.
Extending these results to lung cancers, it has been
recently shown that STATS3 activity is downregulated by
small-molecule inhibitors of the epidermal growth factor
(EGF) receptor such as gefitinib (Iressa) [79]. The EGF
receptor—STATS3 signaling pathway probably limits the
efficiency of current chemotherapeutic treatments, and
the inhibition of STATS3 is likely to be involved in the
improved therapeutic effects of gefitinib.

The activation of the STAT3 signaling pathway has also
been correlated with a poor clinical outcome of survivin-
expressing anaplastic large-cell lymphoma. In these
tumors, STAT3 activation was correlated with a cytoplas-
mic localization of survivin and with a less favorable
clinical outcome of doxorubicin-based chemotherapy
[80,81]. Although the initial role of survivin has been
linked to mitotic checkpoints, a pool of survivin can localize
to the mitochondria to prevent apoptosis [82]. Thus, the
STAT3-survivin pathway might prevent doxorubicin-
induced cell death if survivin is present in the cytoplasm.
Furthermore, we have recently shown that SRC-STAT3
signaling also increases survival of fibrosarcoma cells in
response to doxorubicin [56]. As measured by the colony
formation assay, this pathway strongly inhibits doxorubi-
cin-mediated senescence and increases drug survival. In
addition, SRC-STAT3 downregulates the tetraploidy
checkpoints, enabling segregation of damaged chromo-
some and allowing cancer cells to re-replicate their
DNA and become polyploid. Although this remains to be
demonstrated, these observations suggest that doxorubi-
cin treatment of SRC-expressing tumors might select for
more-malignant cells with an enhanced genomic instabil-
ity that will be more resistant to subsequent rounds of
therapy [63].

Altogether, these results indicate that STATS3 gives
cancer cells an enhanced ability to survive genotoxic treat-
ments. So far, the cellular effects of this oncogene have
been characterized only in regard to cell-cycle arrest,
apoptosis and senescence. Therefore, it remains to be
determined whether STATS3 is directly involved in the
regulation of the mitotic checkpoint. In particular, it will
be important to characterize the links between this tran-
scription factor, the spindle checkpoint and mitotic cell
death. Because disruption of mitotic checkpoint can lead to
genomic instability [71,83], STAT3 might be a driving force
leading to aneuploidy. Interestingly, it is well known that
STATS3 activates the expression of MYC, and it has been
shown that the upregulation of MYC induces DNA damage
and genomic instability [84]. Although this remains to
be demonstrated, the STAT3-MYC pathway might induce
genetic alterations such as gains, losses or rearrangements
of chromosomes that might be linked to drug resistance
and clinical outcome.

Because drug-resistant clones can be selected during
chemotherapy or result from acquired alterations, it will
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Table 1. Hypothetical classification of tumor samples based on the STAT3 oncogenic pathway®?

C1 classification

Molecular markers STAT3 negative

Apoptosis Functional
Senescence Functional
Treatment Classic

C2 classification C3 classification
Oncogenic kinase STAT3 activated
STAT3 activated p53-p21 (-)
p53-p21 (++) p14ARF (-)

p14ARF (++) p16INK4 (—)
p16INK4 (++) STAT3 activated
Activated Inactivated
Activated Inactivated

Classic Classic plus targeted

2lf our hypothesis is correct, we propose that STAT3-expressing tumors might be stratified on two classes, depending on the inactivation of tumor-suppressor networks.
Samples that show evidence of intact-cell death pathways should respond to classic genotoxic treatments. By contrast, tumors that have inactivated apoptotic and senescence
signaling should benefit from targeted therapies directed against the STAT3 oncogenic pathway.

bC1, C2 and C3 indicate three hypothetical classifications. ++ indicate that the pathway is activated, whereas — indicates that the pathway is inactivated.

also be important to determine whether STATS is only
involved in the initial steps of carcinogenesis or whether
this signaling pathway is also targeted by drug treatments.
Several studies indicate that STATS3 is phosphorylated
following genotoxic treatments such as irradiation or topoi-
somerase inhibition [85]. These results lead to an inter-
esting hypothesis that the transcriptional activity of
STAT3 might be reprogrammed not only during the initial
step of tumorigenesis but also during chemotherapy. In
that case, the transcriptional targets of STAT3 would not
only depend on the cell type and be tumor specific but also
rely on the type of genotoxic drugs used. If this is true, this
reprogramming might lead to the expression of genes that
would prevent the effect of genotoxic drugs so that treat-
ment of STATS3-expressing cells might induce DNA
damage without cell death and select for more-malignant
cells with an enhanced genomic instability.

Concluding remarks and future directions

Oncologists have to face two major obstacles when treating
patients with cancer: chemotherapy drug-induced toxic
side-effects and tumor-cell resistance. Both of them have
an important impact on the patient quality of life and
survival. Because STATS proteins are emerging as impor-
tant targets for cancer therapy [9], STAT3 inhibitors are
considered as cytotoxic drugs. We propose that these inhi-
bitors might be used in combination with common che-
motherapeutic drugs to sensitize drug-resistant tumors to
cell death. In addition, the detection of the activated form
of this protein, together with the corresponding anti-apop-
totic and proliferative lesions, should help to determine the
drug-resistance profile of individual tumors and define in
advance the subsets of tumors that fail to respond to
chemotherapy (Table 1). One essential question is how
to choose and select patients in which inhibition of STAT3
activity will provide a therapeutic improvement compared

Box 1. Outstanding questions

e Which tumor suppressor networks are inactivated by the STAT3
oncogenic pathway?

Is the STAT3 oncogenic pathway associated with intrinsic drug
resistance and in which tumors?

Through the detection of STAT3 and its associated deregulations
on tumor samples, can we define in advance the subsets of
tumors that will fail to respond to chemotherapy?

Will STAT3-targeted therapies restore the sensitivity to conven-
tional chemotherapies?
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with conventional anticancer treatments. We propose that
cancer cells expressing STAT3 together with inactivated
p53-p21WAF1 signaling and upregulated survival path-
ways will not respond to conventional chemotherapy. If
this is true, future chemotherapeutic regimens might ben-
efit from combining conventional drugs with new targeted
therapies that interfere with the STAT3 signaling path-
way. For these reasons, we believe that further describing
the role of STATS in drug resistance is important for future
research (Box 1), and that a more precise characterization
is necessary because this might make a difference in
patient care.
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Les facteurs de transcription STAT3 sont aujourd’hui fortement impliqués dans la
tumorigenese. Les formes actives de ce facteur de transcription ont été détectées dans de
nombreux types tumoraux différents, et I’utilisation de modeles murins a montré que STAT3
¢tait essentiel a la survie et a la progression de certaines tumeurs. Le traitement du cancer a
radicalement changé au cours de ces derni¢res années avec 1’arrivée d’un nouvel arsenal
thérapeutique non plus basé sur 1’inhibition de la réplication de I’ADN mais sur I’inhibition
des cible moléculaires impliquées de maniere spécifique dans le développement de la tumeur
et sa résistance aux traitements conventionnels. Ceci n’est possible et efficace qu’a la
condition d’étre capable de comprendre la spécificité et le fonctionnement des voies de
signalisation activées ou au contraire altérées au cours de la tumorigenese. Il était donc
intéressant d’étudier et de comprendre les différents mécanismes mis en jeu par STAT3 lors
de son activation oncogénique afin de déterminer les différents parameétres permettant
d’envisager une thérapie ciblant ’activation de STAT3 ou les cibles de ces facteurs de
transcription.

Nous avons principalement étudié les effets de STAT3 sur la réponse cellulaire aux
stress génotoxiques induits par les agents de chimiothérapie couramment utilisés en clinique,
les inhibiteurs de topoisomérase, ou induits par un stress oxydatif, stress généré notamment
par la radiothérapie et certains agents de chimiothérapie. Nous avons tout d’abord montré que
ces différents stress induisaient un contréle spécifique de ce facteur de transcription.
L’activation des protéines p21 et Rb impliquées dans I’inhibition du cycle cellulaire induit
leur recrutement direct sur les facteurs STAT3 activés par un oncogene viral v-src ou par une
stimulation cytokinique. Ce recrutement est associ¢é a [I’inhibition de [Dactivité
transcriptionnelle de STAT3 et induit au contraire la répression des promoteurs contactés par
ces complexes. p21 et Rb permettent ainsi d’inhiber spécifiquement les génes c-myc et
cdc25A, geénes importants pour la prolifération cellulaire. Les traitements de chimiothérapie
permettent ainsi dans les cellules ou les voies d’activation de p21 et Rb sont fonctionnelles de
réprimer 1’activité oncogénique de STAT3, ce qui peut participer aux effets cytostatiques et
cytotoxiques de ces agents. Sur ce dernier point, il serait intéressant d’analyser les effets de
ces chimiothérapies sur I’activation par STAT3 des protéines antiapoptotiques telle que Bcl-
XL ou la survivine. Le fait que ces agents inhibent I’activation de STAT3 par I’oncogéne et
par la stimulation a I’'IL-6 est important car 1’inflammation présente au niveau des tumeurs
solides est vraisemblablement un catalyseur de la tumorigenése et de la résistance aux

traitements induits par les oncogenes. L’inhibition de STAT3 permet donc de bloquer de
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facon simultanée deux processus trés déléteres pour le contrdle et la suppression de la tumeur
par la thérapie.

Dans un second temps nous avons montré que I’activation oncogénique de STAT3
pouvait permettre d’augmenter la survie des cellules traitées par les agents de chimiothérapie.
Les cassures doubles brins de I’ADN induites par le stress oxydatif ou les inhibiteurs de
topoisomérase Il inhibent normalement la réplication. Ces effets ont été observés dans deux
lignées, des fibrosarcomes et une lignée colorectale LS174T. Quand ces lignées surexpriment
I’oncogeéne v-src qui induit une activation constitutive de STAT3, la réplication n’est plus
inhibée de manicre correcte, réplication associée a 1’expression des geénes c-myc et cdc25A.
Dans le cadre des inhibiteurs de topoisomérase II, nous avons montré en fait que 1’activation
de la protéine c-myc par STAT3 empéchait I’activation de p21 et la mise en place du
programme de la sénescence. Bien que non testé il est vraisemblable que des effets similaires
s’observent avec Rb qui est lui-méme sous le controle de p21. En résumé nous avons donc
caractérisé le fait que 1’activation oncogénique de STAT3 peut induire un échappement au
point de contrdle du cycle cellulaire et a la sénescence induite par les dommages de I’ADN et
mise en place par les protéines p21-Rb.

Finalement, dans la derni¢re partie, nous montrons que ’inhibition spécifique de
STAT3 permet de sensibiliser des cellules colorectales aux inhibiteurs de topoisomérase I.
Afin de s’approcher le plus possible d’une utilisation future en clinique, nous étudions 1’effet
du cetuximab, un anticorps monoclonal dirig¢ contre I’EGFR, et un inhibiteur
pharmacologique de c-src. Ceci avait un double intérét, comprendre le fonctionnement du
cetuximab qui permet chez certain patients de sensibiliser la tumeur colorectale aux
inhibiteurs de topoisomérase I, et analyser les mécanismes mis en jeu lors de 1’activation de
STAT3 par le complexe EGFR-c-src actif dans un grand nombre de tumeur colorectale. Nous
montrons que I’inhibition du complexe permet de supprimer [’activation de STATS3.
L’inhibition de STAT3 renforce 1’activation des points de controle du cycle cellulaire, la
catastrophe mitotique, la sénescence ou 1’apoptose en fonction du type cellulaire colorectal
étudié, ce qui augmente la sensibilité des cellules aux inhibiteurs de topoisomérase I.
Finalement nous montrons qu’en fait, les effets observés lors de I’inhibition de STAT3 sont
dus a la répression du géne Emel, activateur du complexe endonucléase Emel-MusS81, et a
I’inhibition de la réparation des fourches de réplication effondrée qui en résulte. Le bilan de
ces différents résultats est schématisé¢ dans la figure 48.

A partir de ces différents points nous proposons 1’hypothése selon laquelle STAT3

pourrait étre un facteur important lors du choix thérapeutique a mettre en place et, dans le
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futur, une cible intéressante chez des patients possédant une tumeur présentant des
caractéristiques spécifiques qui suggerent une incapacité a controler le facteur oncogénique

STATS3.

Oncogeneése

Inhibiteur de topoisomérase ¢
EGFR-c-sre Cetuximab
@ I_ inhibiteur de c-src
V-Src¢
Dommages de 1 ’ADN I_ (Emel) <€—
v

Catastrophe mitotique

—» | Senescence

—» | Apoptose

® @D

v v
Mort

Résistance aux traitements I
cellulaire

Figure 48 : Schéma bilan des différents travaux présentés dans ce manuscrit

Les inhibiteurs de topoisomérase induisent des dommages de I’ADN qui entrainent la catastrophe mitotique et la
mort des cellules par apoptose ou sénescence. L’activation de STAT3 au cours de I’oncogenese induit une
résistance intrinseque des tumeurs contre ces agents via I’inhibition des dommages de I’ADN, de la sénescence
et de I’apoptose, résistance qui peut étre levée par I’inhibition spécifique des protéines impliquées dans
’activation de STAT3.
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Les travaux présentés soulévent cependant différents points nécessitant un
éclaircissement si 1’on veut dans le futur envisager de mettre en pratique cette derniére

hypothése. Nous présentons ci-dessous ces différents points :

La résistance intrinséque des tumeurs aux traitements de chimiothérapie

Au cours de nos travaux, nous avons montré que 1’activation constitutive de STAT3
induit une certaine résistance aux inhibiteurs de topoisomérases. Cette résistance est due a
I’inhibition des différents points de contréle mis en place normalement en présence de
dommages de I’ADN. On touche ici I'un des problémes majeurs de la cancérologie. Au cours
de la progression tumorale, la cellule traverse tout un ensemble de stress qui vont
progressivement la rendre complétement insensible aux différents parameétres qui controlent
sa survie et sa prolifération. Des études ont ainsi montré que lors de [I’initiation de
I’oncogenese, la cellule doit supporter un stress génomique détecté dans la tumeur par la
phosphorylation de 1’histone H2AX (406). Ce stress génomique active normalement les points
de controle du cycle cellulaire, la sénescence ou 1’apoptose. Dans les premiers stades de la
carcinogenese, on détecte effectivement la sénescence et I’apoptose qui doivent alors
permettre de contrdler la croissance de la tumeur (406;407). Cependant a des stades plus
avancés, ces processus ne sont plus détectés efficacement, ce qui traduit le fait que la
progression tumorale s’est accompagnée de 1’échappement des cellules a ces mécanismes.

Cet échappement au stress induit par 1’oncogéne pourrait étre responsable de la
résistance intrinséque des cellules tumorales aux traitements conventionnels de
chimiothérapie. En effet ces traitements ne sont finalement que des agents générateurs de
stress similaires a ceux produits par I’oncogene. L’oncogene induit des dommages de I’ADN,
les chimiothérapies aussi, I’oncogéne induit un stress oxydatif, les chimiothérapies aussi,
I’oncogeéne perturbe la mitose, les chimiothérapies aussi. Ainsi la population cellulaire
tumorale qui doit supporter ces stress posseéde certainement en son sein des cellules résistantes
aux agents de chimiothérapie avant méme d’avoir €té traitées.

L’activation constitutive de STAT3 qui réprime les différents points de controle de la
tumorigenese peut donc sans doute participer a I’échappement aux stress induits par
I’oncogéne et donc a la résistance intrinséque des tumeurs aux chimiothérapies. STAT3 active
cdc25A et inhibe le point de contrdle de la réplication, STAT3 inhibe ’activation de p21 et la
sénescence et STAT3 active des protéines comme Bcl-XL qui vont empécher I’apoptose. En
plus de nos travaux d’autres montrent que STAT3 active également des genes tel que la

télomérase, la cycline D1 et la survivine qui vont toutes favoriser la progression tumorale
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mais également favoriser la résistance de la tumeur aux agents de chimiothérapie
(318;319;324). Les cellules qui expriment des formes actives de STAT3 capables d’échapper
aux différents processus qui contrdlent la tumorigenese sont celles qui vont survivre au stress
oncogénique et ensuite étre capables de résister efficacement aux agents de chimiothérapie

tels que les inhibiteurs de topoisomérase.

L’interaction entre STAT3 et les points de controles de I’oncogenése

Bien que STATS3 participe a I’inhibition des points de contréle du cycle cellulaire,
nous avons montré qu’a I’inverse son activité potentiellement oncogénique était sous le
contrdle des protéines p21 et Rb qui participent aux barriéres antioncogéniques. Dans la
cellule saine, il est donc probable que ces mécanismes inhibent spécifiquement 1’activation
oncogénique de STAT3 au moins au premier stade de la carcinogenése. En fait, I’activation
oncogénique de STAT3 induit sans doute directement ces différentes barrieres. L activation
de protéines tel que c-myc, la cycline D et cdc25A permet probablement 1’activation du
complexe cycline E cdk2 de fagon anarchique. L’activation incontrdlée de ce complexe altére
les processus controlant la réplication, induit les différents points de contréle du cycle
cellulaire et active les programmes de sénescence ou d’apoptose (406). L’activation des
protéines p21 et Rb par ces processus doit alors pouvoir réprimer 1’activité transcriptionnelle
de STAT3 de facon similaire a celle que nous avons présentée. La question qui se pose alors
est pourquoi ces barriéres antioncogéniques n’ont pu bloquer ’activation constitutive de
STAT3 au sein des tumeurs présentant des formes constitutivement actives de STAT3. Les
protéines pl6 et pl4ARF, dont nous n’avons pas parlées, jouent sans doute un rdle
déterminant. Ces deux protéines participent a 1’activation des points de contrdle du cycle
cellulaire et a la mise en place de la sénescence ou de I’apoptose lorsque la cellule subie un
stress oncogénique (407;408). Dans nos modeles, nous montrons que 1’oncogeéne v-src, qui
active STAT3, inhibe I’activation de I’apoptose et de la sénescence induite par les dommages
de I’ADN. Cependant il faut savoir que les lignées cellulaires utilisées n’exprimaient pas les
protéines p14ARF et p16. Il est probable que I’activation de ces protéines participent a la mise
en place de la sénescence ou de 1’apoptose et renforce les points de contréle du cycle
cellulaire induits par Ioncogene. Ainsi, I’initiation de 1’oncogenése par STAT3 nécessite
vraisemblablement au préalable 1’altération d’une des protéines p53, pl4ARF ou plé,
altération présente dans la majorité des tumeurs diagnostiquées.

Si ces mécanismes s’averent exacts, ’'un des moyens de bloquer la progression

tumorale induite par STAT3 mais de fagon plus générale par les oncogeénes qui nécessitent
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I’activation de STAT3 serait de réinduire ces barriéres antioncogéniques qui limitent I’activité
de STAT3 diminuant alors la résistance des cellules aux traitements de chimiothérapie
classique. Ceci pose cependant un probléme car les techniques permettant de réexprimer un

geéne ne sont pour I’instant absolument pas efficace et trés difficile a cibler.

La reprogrammation de ’activité de STAT3 au cours de I’oncogenése

La résistance intrinséque des cellules aux traitements de chimiothérapie et la difficulté
de réinduire les barriéres antioncogéniques que nous venons de détailler implique le
développement d’un nouvel arsenal thérapeutique non plus basé sur la réplication de ’ADN
mais sur I’inhibition des facteurs spécifiques de cette résistance sensibilisant ainsi les cellules
tumorales aux traitements conventionnels de chimiothérapie.

Ce développement ne peut se faire qu’a la condition de comprendre les roles
spécifiquement liés a la tumorigenése des protéines impliquées dans ce processus et
nécessaires a la survie et a la prolifération des cellules tumorales. L.’ addiction des tumeurs a
I’oncogene STAT3 fait de ce facteur un trés bon candidat, addiction qui doit reposer d’apres
nos travaux sur I’inhibition de la sénescence, de ’apoptose et des différents points de contrdle
du cycle cellulaire. Le fonctionnement physiologique normal de STAT3 commence a étre
bien caractérisé. Il reste aujourd’hui cependant a déterminer les mécanismes transcriptionnels
précis mis en place par STAT3 au cours de I’oncogenése. Plusieurs données indiquent en effet
que la signature transcriptionnelle de STAT3 est modifiée au fur et a mesure de la
tumorigenese. Des exemples précis comme la cycline D1 confirment ceci. L’activation
cytokinique normale de STAT3 ne semble pas induire le géne de la cycline D1 tandis que
dans un contexte tumorale STAT3 active le gene (318). Comme tous les facteurs de
transcription, STAT3 fonctionne au sein d’un enhanceosome regroupant divers facteurs et
cofacteurs de la transcription. Le gain ou la perte d’un de ces facteurs permet de moduler
I’activit¢ de STAT3 et la reprogrammation des activités transcriptionnelles de STAT3
observée est probablement le fruit de la sélection cellulaire s’opérant au cours de
I’oncogenese. Par exemple, la protéine Brm est fréquemment réprimée au cours de la
transformation (409). Des études du laboratoire montrent que I’induction de p21 par STAT3
nécessite le recrutement du complexe Brg/Brm (303) et donc STAT3 pourrait ainsi ne plus
activer correctement p21 au sein d’une cellule transformée. De fagon similaire au cours de la
tumorigenese, en particulier dans les cancers du sein et du colon, les genes de la famille de
I’EGFR sont amplifiés ou les récepteurs sont constitutivement activés (341). Ceci est associé

avec la présence du récepteur au sein du noyau et son engagement dans divers complexes
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transcriptionnels en particulier ceux mis en place par STAT3 (404). La présence de ’EGFR
pourrait ainsi rediriger STAT3 vers des promoteurs qui ne sont normalement pas occupés par
ce facteur de transcription. Dans notre étude nous montrons par exemple la présence de
STAT3 sur le promoteur de Emel mais nous ne savons pas si ce gene est une cible
physiologique normale de STAT3 ou si I’activation du complexe EGFR c-src par les
dommages de ’ADN dans un cadre oncogénique est responsable du recrutement de STAT3
sur Emel. L’intérét de ceci est qu’en déterminant les cofacteurs spécifiques des facteurs
STATS3 activés dans un cadre oncogénique et non physiologique, nous aurions un moyen
spécifique de combattre les tumeurs dépendantes de STAT3 sans altérer les fonctions

normales de STATS3.

L’activation de STAT3 au cours de I’oncogenése et sa détection en thérapie

L’autre paramétre important a comprendre si 1’on souhaite utiliser STAT3 comme
cible thérapeutique est son mode d’activation au cours de I’oncogene¢se. Comme pour la
plupart des oncogenes, des processus préviennent 1’activation oncogénique de STAT3. Les
premiers mécanismes permettant d’inhiber I’activation oncogénique de STAT3 sont ceux
impliqués dans son rétrocontrole. Les protéines SOCS, par exemple, inhibent 1’activation de
STATS3 par les récepteurs cytokiniques en entrant en compétition avec STAT3 pour la liaison
aux tyrosines phosphorylées du récepteur (410). Les protéines CSK et c-cbl permettent
respectivement d’inhiber ’activation des protéines c-src et d’induire la dégradation de c-src et
du récepteur a ’EGF, ce qui bien sir empéche I’activation de STAT3 par le complexe EGFR-
c-src. Les protéines c-cbl sont ainsi spécifiquement activé par I’EGFR afin de limiter
I’activation du récepteur (411). Au cours de 1’oncogenése, ces différents rétrocontrdles sont
vraisemblablement perdus. Le géne des protéines SOCS est ainsi méthylé en particulier dans
les tumeurs coliques, tandis que les protéines CSK ne sont plus exprimées (111;412). A
I’inverse, les protéines c-cbl sont surexprimées. Cependant, il existe des formes mutées de la
protéine qui sont oncogéniques, agissent comme des dominants négatifs et augmentent
I’activation de I’EGFR. La surexpression de c-cbl est ainsi associée a la progression tumorale
(413). Ces différents exemples nous montrent qu’au cours de I’oncogenese la régulation
normale de STAT3 est altérée, ce qui explique la présence des formes constitutivement active
de STAT3. Au cours de nos travaux nous avons utilis¢ un oncogene viral pour étudier
I’activation constitutive de STAT3. Afin de confirmer les processus décrits, il serait
intéressant de reprendre ces études dans des modeles ou STAT3 est activé par les mémes

mécanismes que ceux présents dans les tumeurs des patients.

149



D’un point de vue clinique, la détection des protéines impliquées dans 1’activation ou
le controle de STAT3 pourrait permettre de classifier les patients en fonction du degré
d’altération des voies de régulation de STAT3. Ceci est important car la détection des formes
constitutives de STAT3 risque d’étre problématique. In vitro, I’activation de STAT3 se
caractérise par sa phosphorylation sur la tyrosine 705 et sa présence au sein du noyau. La
phosphorylation de la sérine 727 au niveau du noyau est ¢galement un indicateur de I’activité
de STATS3. Ces critéres se basent cependant sur des cellules cultivées en deux dimensions, le
plus souvent privées de facteur de croissance durant plusieurs heures, et stimulées toutes en
méme temps par une cytokine ou un facteur de croissance comme I’EGF capable d’activer
STAT3. Au sein de la tumeur du patient, il est probable que I’activation de STAT3 soit
beaucoup plus hétérogéne que celle observée in vitro, et donc, la phosphorylation et la
localisation de STAT3 détectées par immunohistochimie comme seul critére de son activation
risque de ne pas étre satisfaisante. En revanche, ces paramétres couplés a la détection des
protéines activatrices et inhibitrices de STAT3 pourraient permettre de prédire de fagon
optimale I’activit¢ de STAT3 au sein de la tumeur. De plus, ces protéines pourraient tre
détectées par des moyens plus aisés a utiliser que ceux détectant la phosphorylation de
STATS3, notamment ceux mesurant les méthylations ou les mutations, spécifiques d’un géne,
survenues au cours de I’oncogeneése.

Finalement, il pourrait étre plus facile de cibler I’activation de STAT3 que STATS3 lui-
méme. Par exemple, I’inhibition des domaines kinases ATP dépendant est aujourd’hui une
maniére efficace et relativement spécifique d’inhiber une voie de signalisation impliquée dans
la tumorigenese. L’inhibition de c-src est ainsi en phase d’étude dans le traitement de

certaines leucémies.

L’activation de STAT3 par les chimiothérapies

L’utilisation d’inhibiteurs spécifiques de STAT3 permettant de supprimer la résistance
des cellules tumorales aux agents de chimiothérapie classiques nécessite également de
comprendre 1’impact du stress oncogénique, et de ces thérapies, sur le fonctionnement de
STAT3. Au cours de la tumorigenése, deux voies complémentaires peuvent induire
I’activation de STAT3. STAT3 peut-étre a I’origine de 1’oncogenése, et est dans ce cas activé
par les mécanismes dont nous avons parlé dans le paragraphe précédent, mais STAT3 peut
aussi €tre activé par le stress li¢ a ’oncogenese. Des indices suggerent ainsi que les
dommages de I’ADN, par exemple, induisent une activation de STAT3. Nos travaux,

confirmés par ceux d’autres équipes, montrent ainsi que les chimiothérapies basées sur
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I’utilisation des inhibiteurs de topoisomérase I induisent I’activation de STAT3 (202). De
facon identique, des traitements au cisplatine et la radiothérapie induisent I’activation de
STAT3 (204). Nos travaux suggerent que I’activation du complexe EGFR c-src pourrait étre
un des facteurs responsables de D’activation de STAT3 par les dommages de I’ADN.
L’activation des protéines ADAM/TACE par le sn38 est 'un des mécanismes pouvant
expliquer I’activation de I’EGFR par clivage de ses ligands a la surface cellulaire (202).
Cependant, les mécanismes précis impliqués dans I’activation de ces différentes protéines ne
sont pas compris. Un intermédiaire intéressant pourrait étre la tyrosine kinase c-abl. c-abl est
une protéine nucléaire ou cytoplasmique, activée par les dommages de I’ADN, qui interagit
directement avec les protéines BRCA1 et TopBPI1, et dont I’activité tyrosine kinase est
augmentée via sa phosphorylation par ATM (414;415). c-abl est également impliquée dans
I’activation des protéines p38 et de la PKCO (416;417), kinases capables d’activer les
métalloprotéinases ADAM/ TACE . Ainsi, il est possible que la détection des dommages de
I’ADN soit directement connectée a la production de facteurs de survie par les cellules
tumorales capables par ce moyen d’activer les récepteurs aux facteurs de croissance comme
I’EGFR, et du méme coup STAT3.

L’autre élément a noter est que D’activation de STAT3 par les traitements de
chimiothérapie ou par les dommages de I’ADN liés a I’oncogenése pourrait étre particulicre.
La PKCo peut par exemple phosphoryler la sérine 727 de STAT3. De facon similaire, la
kinase cdk5, activée lors de la mise en place du programme de sénescence, active la
phosphorylation de STAT3 sur cette méme sérine (368;418). Nous avons ainsi détecté en
particulier dans la lignée colorectale HCT116 la phosphorylation cytoplasmique de STAT3
sur la sérine 727 aprés un traitement a la doxorubicine ou a I’irinotecan. Le role de STAT3
phosphorylé sur la sérine n’est pas bien compris, cependant cette phosphorylation inhibe celle
de la tyrosine quand STAT3 est cytoplasmique. Il est probable que ces formes particuli¢res de
STAT3 participent d’'une maniere spécifique a 1’activation de la transcription de certains
genes. Des études ont montré par exemple que la surexpression de formes mutées de STAT3,
incapables d’étre phosphorylées sur la tyrosine 705, induit une régulation transcriptionnelle
spécifique différente de celle observée par une forme plus conventionnelle de STAT3 (298).

Ces différents mécanismes compliquent ainsi un peu plus la détection des formes
actives de STAT3 au sein des tumeurs issues de patients et donc, sans leur compréhension
précise, il sera certainement difficile d’utiliser les différentes phosphorylations de STAT3
comme marqueur de son activité. En revanche, une nouvelle fois ces régulations de STAT3

induites par les traitements de chimiothérapie pourraient étre utilisées dans le traitement des
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tumeurs qui utilisent ’activation de STAT3 en réponse aux dommages de I’ADN comme

moyen de résistance.

Le role clef des dommages de I’ADN et de la catastrophe mitotique

L’autre point sur lequel nous voulons insister est le réle de STAT3 sur la régulation
des dommages de I’ADN et sur I'importance de cette régulation pour le traitement des
patients par chimiothérapie. Nous avons présenté les différents effets de STAT3 sur
I’activation des points de contréle du cycle cellulaire, cependant, nous I’avons déja évoqué,
ces points de contrdle ne sont peut-étre pas déterminant pour la réponse tumorale aux agents
conventionnels de chimiothérapie qui endommagent I’ADN. La plupart des cellules tumorales
ont perdu un ou plusieurs genes essentiels a 1’activation des différents points de controle, ce
qui participe a la résistance intrinseque des tumeurs aux agents tumoraux. La contre partie de
cela est que ces cellules, soumises a ces agents, ont une tendance naturelle a rentrer en mitose
avec de I’ADN endommagé et subissent alors une catastrophe mitotique. En absence des
processus de sénescence et d’apoptose, le point clef permettant de tuer ces cellules serait la
quantit¢ de dommages de I’ADN présent au moment de la mitose, dommages qui s’ ils sont
importants, entrainent la perte de matériel chromosomique incompatible avec la vie de la
cellule (269).

Le probléme majeur posé ici est que les cellules tumorales s’adaptent au cours de la
tumorigenese aux dommages de I’ADN induit par ce processus. Il est ainsi fréquent
d’observer au sein de ces cellules des systémes de réparation spécifiques suractivés tandis que
d’autres, qui ont permis le développement de la tumorigencse, sont absents (le mismatch
repair par exemple pour les cellules colorectales MIN). Déterminer et cibler les facteurs de
réparation serait ainsi plus efficace que de cibler les facteurs antiapoptotiques ou activateurs
des points de controle du cycle cellulaire.

Nous montrons ainsi que STAT3 participe a la régulation d’une protéine Emel
impliquée dans la réparation des fourches de réplication. D’autres facteurs STAT activent des
genes de réparation comme STATS qui active la protéine Rad51 (376). Il est donc possible
qu’au cours de ’oncogenese, la reprogrammation de STAT3 favorise I’activation de gene
impliqué dans la réparation de I’ADN. La découverte d’autres génes de ce type pourrait
permettre de dresser le bilan des systémes de réparation sous le controle de STAT3 présents
dans les cellules tumorales afin de mieux cibler I’agent de chimiothérapie a utiliser pour
contourner ces systemes de réparation ou inhiber leur activation par STAT3 pour réinduire la

sensibilit¢ de ces cellules. La détection de ces protéines par immunohistochimie, mise en
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relation avec les différentes voies activatrices de STAT3, pourrait permettre alors de
sélectionner les patients les plus susceptibles d’étre traités par un inhibiteur de STAT3 et un
agent conventionnel de chimiothérapie, choisi en fonction du systéme de réparation activé par

STATS3.

Le traitement des patients par ’EGFR et un inhibiteur de c-src.

Le cetuximab est un anticorps monoclonal dirigé contre ’EGFR, utilisé en clinique
contre les cancers colorectaux et du poumon métastatiques. Nos travaux suggerent que de
maniére fortuite, I’'un des mécanismes d’action du cetuximab serait d’inhiber spécifiquement
I’activation des facteurs STAT3 par ’EGFR en réponse aux dommages de I’ADN. Ce
mécanisme ne fonctionnerait qu’en présence d’une activité basale de c-src, car nous montrons
que ceci ne fonctionne pas dans des cellules tumorales colorectales exprimant des formes
actives de c-src. Il est intéressant de rappeler que le mécanisme serait basé sur I’inhibition de
la réparation des fourches de réplication, fourches endommagées par un traitement de
chimiothérapie conventionnel inhibant les topoisomérase 1. D’autres études ont montré que le
cetuximab induisait également I’inhibition de D’activité catalytique de la protéine DNA-PK,
protéine impliquée dans la réparation des dommages induits par la radiothérapie (405). Ces
données sont en accord avec I’hypothese présentée dans le paragraphe précédent, a savoir que
I’inhibition de la réparation des dommages de I’ADN est peut-étre un point essentiel pour le
traitement des tumeurs.

Savoir déterminer ’activité des protéines EGFR, c-src et STAT3 en tenant compte des
problémes soulevés précédemment pourrait permettre de cibler au mieux les patients
susceptibles d’étre traités par le cetuximab. La détection des différentes protéines régulatrices
de cette voie de signalisation comme CSK ou c-cbl pourrait ainsi étre optimale pour
sélectionner ces patients. Finalement, ’utilisation d’un inhibiteur de c-src pourrait renforcer
I’efficacité du cetuximab chez les patients possédant des formes actives de c-src. Différents
inhibiteurs des kinases src sont aujourd’hui en cours de développement, le dasatinib par
exemple, montre une efficacité importante contre les patients atteints de leucémie myéloide
chronique induite par BCR-Abl et résistante au gleevec (419). 1l vient d’€tre approuvé par la
FDA contre le traitement de cette pathologie et est globalement bien supporté par les patients.

Ceci laisse entrevoir la possibilité de traiter les patients par le cetuximab et ce type d’agent.
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Le développement d’agent spécifiquement dirigé contre STAT3

Une dernieére question qui se pose est I’'importance de développer des agents plus
spécifiques uniquement dirigés contre STAT3. Différentes stratégies ont été envisagées. Des
peptides ou des leurres oligonucléotidiques dirigés contre le domaine de liaison a I’ADN de
STAT3 ont ainsi été congus. Des oligonucléotides antisens ont aussi été dirigés contre I’ARN
de STATS3. Finalement des quadruplex d’oligodeoxynucleotide G ont été utilisés et bloquent
la encore la liaison a I’ADN de STAT3 (356). Ces derniers sont particulie¢rement intéressants
car ils sont facilement administrables, franchissent aisément la membrane plasmique quand ils
sont conjugués au polyethyleneimine et sont spécifiques de STAT3 (ils n’inhibent pas STAT]1
par exemple).

Aujourd’hui, les thérapies ciblées reposent toutes sur [’inhibition de récepteurs
membranaires ou sur celle de domaines tyrosines kinases. Le développement d’inhibiteur
spécifique de facteur de transcription offrirait ainsi un tout nouveau champ thérapeutique non
utilisé aujourd’hui. L’intérét de cibler un facteur de transcription est d’étre beaucoup plus
spécifique qu’avec une tyrosine kinase, qui va induire I’activation de plusieurs facteurs. Ceci
permettrait notamment, comme nous 1’avons vu, de cibler précisément 1’addiction des
tumeurs a certains oncogeénes comme STAT3 qui ne sont pas indispensables aux cellules
saines, a la différence des protéines kinases qui sont essentielles au fonctionnement normal de
plusieurs types cellulaires. L’autre intérét est que les tyrosines kinases sont souvent
redondantes entre elles. Bien que non prouvé, ceci pourrait ne pas étre le cas pour les facteurs
de transcription, en particulier au cours de 1’oncogené¢se, quand ils acquierent des fonctions
trés spécifiques. La contre partie de ceci est que le ciblage d’un facteur de transcription risque
dans certain cas d’étre moins efficace que celui de la tyrosine kinase ou du récepteur qui
I’active qui eux, induisent 1’activité de plusieurs facteurs de transcription. Par exemple
I’EGFR peut induire I’activation des facteurs STAT3, STATS, des MAPK qui vont activer le
facteur AP-1, la protéine AKT etc. En résumé, le ciblage d’un facteur de transcription comme
STAT3 sera certainement efficace a la condition d’étre capable de différencier efficacement,
les tumeurs qui possédent des formes actives de STAT3 essentielles aux différentes fonctions
associées a la tumorigenese et a la résistance aux traitements de chimiothérapie, de celles qui
présentent des formes actives de STAT3 redondantes avec d’autre voies de signalisation

susceptibles de compenser 1’inhibition de STAT3.
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Pour finir, si I’on intégre les différents mécanismes que nous venons d’évoquer, dont
la compréhension est nécessaire a 1’optimisation d’un traitement de chimiothérapie auquel on
ajouterait un inhibiteur de STAT3, on peut dresser un schéma permettant de mieux cerner
I’interaction entre ces différents mécanismes, afin de les appréhender de maniere globale et

peut-étre plus efficacement. Un schéma de ce type est représenté sur la figure 49.

Inhibiteur de la Récepteur membranaire
signalisation (EGFR)
(CSK, c-cbl) Tyrosine kinase
(c-src)
STAT3

Chimiothérapie ﬁ l —

Reprogrammation
transcriptionnelle de
STAT3

h I Génes de réparation I qDommage de PADN

—— Catastrophe mitotique
I I Geénes de survie I I
Perte de
chromosomes
Apoptose
—p S'p p — Nécrose
énescence

Figure 49 : Les mécanismes impliquant STAT3 comme cible thérapeutique

La voie de signalisation présentée en jaune représente la voie majoritairement induite dans les tumeurs traitées
par la chimiothérapie conventionnelle. Nous pensons que la voie de signalisation présentée en rouge représente
les points essentiels a détecter au sein de la tumeur des patients afin d’utiliser au mieux des agents susceptibles
d’inhiber STAT3 et capables de sensibiliser la tumeur au traitement classique. Accessoirement la présence des
geénes de prolifération et de survie activés par STAT3 et ’absence de génes suppresseurs de tumeur pourraient
renforcer les effets d’un inhibiteur de STAT3.
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CONCLUSION :

Les travaux présentés dans ce manuscrit montrent que l’activation du facteur de
transcription STAT3, en particulier au sein des tumeurs colorectales peut étre un facteur de
résistance aux traitements des tumeurs par des agents de chimiothérapie basés sur I’inhibition
des topoisomérases. STAT3 permet en particulier d’inhiber I’activation des points de controle
du cycle cellulaire et facilite la réparation des dommages de I’ADN. Cibler ces fonctions
pourrait permettre de mieux combattre la progression tumorale et des agents déja utilisés en
clinique, tel que le cetuximab, semblent utiliser en partie au moins ce mécanisme pour inhiber
cette progression. Ces données suggerent que STAT3 pourrait étre I’un des facteurs prédictifs
de la réponse aux thérapies basées sur I’inhibition d’un récepeteur membranaire comme
I’EGFR et un agent de chimiothérapie classique comme les inhibiteurs de topoisomérase. Ces
données suggérent ¢galement que 1’inhibition de c-src qui participe a I’activation de STAT3
ou I’inhibition de STAT3 lui-méme pourrait renforcer ces thérapies et offrir un nouvel arsenal
thérapeutique pour traiter les patients. Des agents inhibiteurs de c-src comme le dasatinib déja
approuvé par la FDA contre certaines pathologies malignes ou des inhibiteurs spécifiques de
STAT3 comme les quadruplex d’oligodeoxynucleotide G en étude préclinique pourraient
ainsi étre rapidement utilisés contre le cancer de tumeur solide, comme le cancer colorectal,
exprimant des formes constitutivement actives de ’EGFR, c-src ou STAT3, a condition d’étre

capable de sélectionner correctement les patients susceptibles d’étre traités par ces agents.
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RESUME

Les facteurs de transcription STAT3 sont activés dans de nombreuses tumeurs et leurs
effets sur la prolifération et la survie suggéraient fortement que ces protéines puissent étre
impliquées a la fois dans la transformation cellulaire et dans 1’échappement aux traitements
classiques de chimiothérapie.

Nous nous sommes donc intéressés aux différents aspects impliquant STAT3 dans la
réponse de lignées cellulaires aux agents génotoxiques de chimiothérapie, et plus
particulierement aux inhibiteurs de topoisomérase. Durant ces traitements, STAT3 interagit
avec le répresseur transcriptionnel Rb et I’inhibiteur du cycle cellulaire p21. Ces deux
protéines inhibent son activité transcriptionnelle, notamment sur les génes c-myc et cdc25A,
et permettent la mise en place de la sénescence induite par les dommages de I’ADN et la
catastrophe mitotique. Cependant, en présence d’une activité constitutive de STAT3 induite
par ’oncogene v-src, STAT3 empéche 1’activation de Rb et de p21, favorise la résistance des
cellules aux inhibiteurs de topoisomérase I, et génére de I’instabilité génomique. Finalement,
deux inhibiteurs de STAT3, le cetuximab, un anticorps monoclonal dirigé contre I’EGFR, et
un inhibiteur de la tyrosine kinase c-src, sensibilisent des cellules colorectales aux inhibiteurs
de topoisomérase I. L’inhibition de STAT3 empéche I’activation du gene Emel qui induit
I’expression d’une protéine de réparation de I’ADN.

STAT3 est donc un facteur de résistance aux inhibiteurs de topoisomérase. Sa
détection pourrait ainsi permettre de mieux prédire la réponse des patients a ces inhibiteurs, et
son inhibition, dans les tumeurs ou il est actif, pourrait permettre de les sensibiliser aux

inhibiteurs de topoisomérase.
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