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Dicer, enzyme clef de l’interférence ARN :
intérêt clinique dans les cancers du sein
implication dans la réponse au stress réplicatif

Soutenance de thèse

Gaël Grelier
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1ère Partie

2ème Partie
régulation de l’hétérochromatine et interférence ARN

3ème Partie

Plan

pourquoi APC/C peut-il jouer un rôle dans les cancers ?
APC/C marqueur d’agressivité des tumeurs

dicer au cours du cycle et dans les réponses aux cassures

progression tumorale mammaire : hypothèses  actuelles
importance de dicer dans les cancers du sein
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Pourquoi APC/C peut-il jouer un rôle

dans les cancers ?

Introduction partie 1
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Quelque soit le type de cancer

Génome des cellules tumorales

mutations ponctuelles, amplifications, translocations, 
délétions, aneuploïdie...

génotype caractérisé par une instabilité 
ou les conséquences d’une instabilité

Introduction partie 1
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Types d’instabilités génétiques :

microsatellitaire (MSI)
nombre anormal de répétitions microsatellitaires

chromosomiques (CIN)
anomalies de structure et de nombre des 
chromosomes

mutation ponctuelle (PIN)
taux de mutations élevé

Instabilités génétiques

Introduction partie 1



12 décembre 2008 6/49Laboratoire INSERM U590 / UCBL / BMIC

Origine des instabilités CIN

Origine possible des instabilités CIN ?

dérégulation des points de contrôle du cycle cellulaire

attachement microtubules-kinétochores
alignement des chromosomes

tension du fuseau mitotique

Point de contrôle du fuseau mitotique (MCP)

Introduction partie 1
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rôle primordial du 
complexe APC/C 
(Anaphase Promoting 
Complexe / Cyclosome)

et de la structure 
péricentromérique des 
chromosomes = de 
l’hétérochromatine

Transition métaphase-anaphase :
Point de contrôle MCP (1/2)

Introduction partie 1

métaphase anaphase
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APC/C = E3 ubiquitine ligase

dégradation des protéines

Fonction du complexe :
Le complexe APC/C (1/2)

Ravid et Hochstrasser, 2008

proteasome 

26S
dégradation

Introduction partie 1
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Le complexe APC/C (2/2)

11 sous-unités et 2 co-activateurs (Cdh1 et Cdc20/Fizzy)

APC-11 : sous-unité catalytique
APC-5 et 7 : sous-unités régulant p53
Cdc16, 23 et 27 : sous-unités à motif TPR

Structure du complexe :

APC2

APC1
APC5

APC4

Cdc23

Cdc27

Cdc16

APC7

substrat Cdc20/Cdh1
Ub

Ub

Ub

Ub

A
PC

11
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10

E2

APC13

Cdc14

Activités du complexe tout au 
long du cycle cellulaire

pourtant APC/C est peu étudié 
dans les cancers

Introduction partie 1
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Mutations / délétions de Cdc20

Mutations de Cdc16 et Cdc23

Expression des sous-unités du complexe APC/C 
dans les cancers ?

cancers du poumon Singhal et al., 2003

Wang et al., 2003

Kim et al., 2005
Li et al., 2003

cancers du côlon

cancers du pancréas
cancers gastriques

APC/C et cancers

Introduction partie 1
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APC/C marqueur d’agressivité des tumeurs

Résultats partie 1
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Déterminer la pertinence de l’analyse de 
l’expression des gènes du complexe APC/C dans 
un but clinique

étude sur du matériel tumoral (lignées et biopsies) 
mammaire et colorectal

analyse de l’expression des gènes APC-5, APC-7,  
APC-11, Cdc16, Cdc23 et Cdc27

association entre expression et des caratéristiques 
biologiques ou clinicopathologiques ?

Objectifs de l’étude

Résulats partie 1
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Résultats lignées colorectales

surexpression de APC-11 associée à l’agressivité des lignées, en 
particulier à l’aneuploidie

n = 21

Résulats partie 1

Grelier et al., en prépapration
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Résulats lignées mammaires

surexpression des gènes 
associée à la tumorigénicité 
des lignées

n = 24

Résulats partie 1

Grelier et al., en prépapration
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surexpression de Cdc16, Cdc23 
et APC-7 associée à la présence 
de métastases

surexpression 
de APC-11 
associée aux 
grades III

Résultats tumeurs mammaires

Résulats partie 1

n = 117

Grelier et al., en prépapration
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Surexpression des sous-unités du complexe 
APC/C associée à l’agressivité tumorale in vitro 
et in vivo

Prépondérance de la surexpression de APC-11
valeur pronostique de APC-11 ?
ciblage thérapeutique ?

Conclusion / perspectives I

Résulats partie 1
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Régulation de l’hétérochromatine 

et interférence ARN

Introduction partie 2



12 décembre 2008 18/49Laboratoire INSERM U590 / UCBL / BMIC

centromérique
télomérique

mitoses anormales
implication dans la cancérogenèse

péricentromérique

Hétérochromatine constitutive :

Dérégulation :

séquences satellites
histone H2A.X
méthylation

Structure chromosomique

bras du 
chromosome

télomère

hétérochromatine 
péricentromérique

kinétochore 
externe

microtubules
centromère
(kinétochore 
interne)

Introduction partie 2
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Mise en place de l’hétérochromatine :
Hétérochromatine et iARN

implication récente du mécanisme d’interférence 
ARN

Allshire et al., 2003

Dicer siRNA

meK9HP1

Suv39H

H4
H2AH2B

dsRNA

cohésine

transcription

séquences satellites

RITS

Ago1
Tas3
Chp1
...

H3

levure

Introduction partie 2
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Dicer et RISC
dégradation des ARNm 
homologues

voie des siRNA :
dsRNA

Dicer

Reconnaissance

Clivage
mRNA

mRNA

RISC

siRNA duplexe

ATP
P

P

P
P

PP

L’interférence ARN

Introduction partie 2
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Dicer et RISC

Dicer et miRNP

dégradation des ARNm 
homologues

inhibition de la traduction

voie des siARN :

voie des miARN :

L’interférence ARN

miRNA

pre-miRNA

Dicer

miRNP

inhibition de 
la traduction

ATP

PP

P

P
mRNA

Introduction partie 2
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mitoses anormales

transcription de séquences satellites

séparation précoces des chromatides soeurs

absence d’hétérochromatine

inactivation de l’expression de dicer

dicer participe au maintien la stabilité chromosomique 
des cellules au cours du cycle cellulaire

dicer et stabilité chromosomique

Fukagawa et al., 2004

Introduction partie 2
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dicer au cours du cycle cellulaire

et dans la réponse aux cassures de l’ADN

Résultats partie 2
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voies de réponse aux cassures de l’ADN lorsque 
l’expression de dicer est inhibée

régulation de l’expresison au cours du cycle
effet d’une inactivation

Implication de l’expression de dicer dans le 
déroulement du cycle cellulaire ?

Implication de l’expression de dicer dans la 
réponse au stress réplicatif ?

Objectifs de l’étude

Résulats partie 2
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cellules HeLa

synchronisation par 
double-bloc thymidine

Pic d’expression de dicer 
au cours de la phase S

dicer et cycle cellulaire (1/4)
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Résulats partie 2
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cellules HeLa, synchronisation par double-bloc thymidine
Impact de l’inactivation de dicer au cours du cycle cellulaire

dicer et cycle cellulaire (2/4)

inhibition transitoire de dicer par siRNA

analyse par cytométrie en flux (IP + BrdU)

Résulats partie 2
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Retard dans le 
déroulement du cycle 
cellulaire (phase S)

dicer et cycle cellulaire (3/4)
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Résulats partie 2
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test annexine V

Augmentation de l’apoptose

Caractérisation du sub-G1 :
dicer et cycle cellulaire (4/4)

Résulats partie 2

1 vivantes
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3 apoptose tardive
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Recombinaison Homologue (HR) 
cassures double-brin en phases S, G2 et M

selon le type de dommage

Non Homologous End Joining (NHEJ)
cassures simple-brin en phase G1 et S

selon la phase du cycle cellulaire

Plusieurs voies de réparation possibles :

Deux voies pour les cassures :

Les dommages à l’ADN

Résulats partie 2



12 décembre 2008 30/49Laboratoire INSERM U590 / UCBL / BMIC

Voies ATM et ATR de réponse aux cassures

Les protéines de la réparation

Résulats partie 2

Phosphorylation   des   protéines H2A.X, Chk1 et SMC1

cellules
en S/G2

cassures 
simple-brin

cassures 
double-brin

ATR
Rad51

NHEJ

Recombinaison 
Homologue

signalisation

Chk1

ATM
Chk2

SMC1
(cohésine)

H2AX
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Stress réplicatif induit par 
hydroxyurée (HU)

Cellules HeLa

Western blot et quantification 
des acteurs des voies ATR / 
ATM

dicer et stress réplicatif (1/3)
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Résulats partie 2
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dicer et stress réplicatif (2/3)

MDA-MB 231 siARN#3
MDA-MB 231 siARNCt#3
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Cellules MDA-MB 231

Western blot et quantification 
des acteurs des voies ATR / 
ATM
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Résulats partie 2
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dicer et stress réplicatif (3/3)
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Résulats partie 2
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l’expression de dicer est régulé au cours du cycle cellulaire

L’inactivation de l’expression de dicer induit un retard 
dans le déroulement du cycle cellulaire

L’inactivation de l’expression de dicer inhibe la 
phosphorylation de Chk1

Conclusion / perspectives II

effet sur d’autres types de stress (RX, drogues)
impact sur la réparation : comet assay, IF Rad51

Résulats partie 2

Grelier et al., en préparation
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Réaliser les mêmes expériences en inactivant le gène DGCR8 
(voies des miRNA)

Conclusion / perspectives II

des résultats préliminaires semblent montrer des conséquences 
différentes de l’inactivation de dicer

pri-miRNA

microprocesseurpol II
Dicer miRNA

siRNA

Drosha-DGCR8cluster de miRNA
pre-miRNA

dsRNA

Résulats partie 2
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progression tumorale mammaire :

hypothèses actuelles

Introduction partie 3
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étapes du cancer du sein

myoépithélial

épithélial

normal hyperplasie carcinome 
in situ

carcinome 
invasif

Principaux stades de la progression tumorale mammaire

Deux hypothèses actuelles pour expliquer la progression des 
tumeurs mammaires

Introduction partie 3
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Hypothèse d’une transition 
épithélio-mésenchymateuse 
(EMT)

Progression tumorale mammaire

Hypothèse des cellules 
souches cancéreuses

Cellule souche 
normale

Cellule souche 
cancéreuse

Mutations

Cellules 
différenciées 
cancéreuses

d’après Pardal et al., 2003
Cellule souche 
cancéreuse

(EMT)
transdifférenciation

évènements ?

?

Cellules 
différenciées 
normales

cellule 
mésenchymateuse

Introduction partie 3
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Importance de dicer dans les cancers du sein

Résulats partie 3
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Objectifs de l’étude

Expression de dicer dérégulée dans les cancers 
du sein ?

Pertinence de son analyse dans un but clinique ?

modèles de progression tumorale mammaire

association entre expression et des caratéristiques 
biologiques ou clinicopathologiques ?

Résulats partie 3
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Mime la progression tumorale mammaire
Modèle de Weinberg

Chute de 
l’expression 
de dicer 
dans HMLER
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Résulats partie 3



12 décembre 2008 42/49Laboratoire INSERM U590 / UCBL / BMIC

os = sites métastatiques préférentiels des cancers 
du sein

Mime l’évolution métastatique osseuse

Diminution de l’expression de dicer dans BO2 et SCP2

Modèle MDA-MB 231
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Résulats partie 3
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corrélations significatives avec les caractéristiques 
biologiques et clinicopathologiques (qRT-PCR)

Lignées tumorales mammaires

dicer sous-exprimé dans les cellules de type  mésenchymateux

étude statistique (1/5)
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tissu normal
marquage faible 
du cytoplasme des 
cellules luminales

marquage faible (>60%) 
du cytoplasme des 
cellules infiltrantes

marquage fort (<60%) 
du cytoplasme des 
cellules infiltrantes

tissu tumoral tissu tumoral

Analyse par TMA (tissue microarray)

Association avec les récepteurs hormonaux ER/PR (p=0,008/p=0,019)

étude statistique (2/5)

ER+ ER+ ER-

Résulats partie 3
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analyse bivariée de l’expression protéique de dicer

Taux protéique de dicer associé à l’expression ER/PR

Biopsies tumorales mammaires
étude statistique (3/5)
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étude statistique (4/5)

analyse bivariée de l’expression ARNm de dicer

Taux ARNm de dicer indépendant des autres caractéristiques

Biopsies tumorales mammaires
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Courbe de survie en fonction de la rechute métastatique

Taux d’ARNm de dicer = facteur pronostique indépendant 
pour la rechute métastatique

étude statistique (5/5)

Résulats partie 3

n = 45

RNA

RNA

n = 29
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Pertinence de l’analyse de l’expression de dicer dans les 
cancers du sein 

Souris KO conditionnel

étude de l’importance des miARN dans les effets observés 
lorsque l’expression de dicer est inhibée

étude des séquences satellites lorsque l’expression de dicer 
est inhibée

dicer facteur pronostique indépendant pour les rechutes 
métastatiques

Conclusion / perspectives III

augmenter l’échantillonnage de biopsies

Résulats partie 3

Grelier et al., en soumission
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Travail en cours :
étude des miRNA

diminution du taux de miARN 
lorsque dicer est inhibé

variation du taux de miARN dans 
les modèles cellulairesm
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