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RESUME

Les Benzo[e]pyridoindoles sont identifiés commeibiteurs des kinases Aurora. La
molécule la plus active, C1, inhibe efficacemena dois Aurora B et CHK2. Nous avons
donc exploité cette potentialité dans des appboatde traitements combinés en se basant sur
la spécificité restreinte mais multiple de cet biteiur. Nous avons mis en place le traitement
combiné (Etoposide et C1) sur des lignées celedagt des effets additifs pour H358 et
synergiques pour U20S et HL60 sont notés. Ce maite empéche efficacement la
croissance des sphéroides et I'expansion des xéffiegicellulaires.

Un des avantages majeur de cette combinaison eBmiaution des doses d’agents de
dommages a ’'ADN. C1 ouvre une piste pharmacolagilgpsée sur I'altération simultanée de
la mitose et de la réparation.

La famille des benzo[e]pyridoindoles possede urenéo tétra-hétérocyclique avec 3
chaines latérales dont les variations peuvent inflael’activité inhibitrice.

Nous avons donc mesuré l'activité antimitotiqueliffiérents benzo[e]pyridoindoles. Cette
étude structure/fonction permet de définir la abnition des chaines latérales dans I'activité
inhibitrice et d’orienter les futures synthéses.

Nous nous sommes également intéressés au composgli Gd/ait un profil atypique
d'inhibition de phosphorylation de I'histone H3intibe cette phosphorylation uniquement en
entrée de mitose. Nous avons ainsi pu montrer @umhdsphorylation de I'histone H3 n’est
pas nécessaire a 'assemblage des chromosomes.

Enfin, nous avons caractérisé I'efficacité de ldéuoole C21, un composé a forte activité
anti-proliférative, sur différents modeles celluta et animaux.

Ce travail révele les potentialités multiples deszoge]pyridoindoles comme nouvelles
molécules anti-prolifératives
Mots clés :Cycle cellulaire, mitose, kinases Aurora, CHK2, @am chimiothérapie

ABSTRACT

Benzo[e]pyridoindole are identified as the novelr@éma inhibiteurs. The most potent
compound, C1, inhibits efficiently both Aurora Bde@HK2. Thus, we exploited the potency
of this molecule in combined treatment applicatidvesed on its sharp and multiple
specificities. We set up the combined treatmentsep@side plus C1) on different cell lines
and obtained an additive effect on H358 and a gyo@me for HL60 and U20S cells. This
combination prevents the spheroid development dsasehe cellular xenograft expansion.
One of the main advantages of this combinatioroisldécrease the dose of DNA damage
agents in therapy leading to the reduction of thexicity. C1 inhibiting both CHK2 and
Aurora B open the way to targeted pharmacologydasesimultaneous alteration of mitotic
onset and DNA damage defences.

Benzo[e]pyridoindole family has a tetra-heteroayclorm with 3 lateral chains. The
variations of these lateral chains can affect tingbitory activity of the compounds.

We researched the antimitotic efficiency of sevet@nzo[e]pyridoindoles. This
structure/function study drives to define the cimition of lateral chains in inhibitory activity
and will direct future synthesis.

We focused on compound C4 that induced an unusuefilep of Histone H3
phosphorylation since it prevents it only in earytosis. We found that H3-phosphorylation
is not essential for chromosome organisation.

Finally, we characterized the molecule C21 thah ipotent antiproliferative compound
bothin celluloandin vivo.

This work reveals the potency of benzo[e]pyridoiledas antiproliferative compounds.
Key words : Cell cycle, mitosis, Aurora kinase, CHK2, cancérmotherapy
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ATM
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ATR
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CDK
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KT
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ABREVIATIONS — LEXIQUE

Acute Myeloid Leukemia/Leucémie Myéloide Aigue

Anaphase promoting complex/cyclosome
Ataxia Telangiectasia Mutated

Adenosine Tri Phosphate

Aurora A Kinase Interacting Protein 1

Ataxia Telangiectasia and RAD3 related protein
Budding uninhibited by benzimidazole

BUB homolog beta

Cyclin-dependent kinase

Cell division control protein

CENtromere Protein

Chromosomal INstalibity

CHeckpoint Kinase

Chronic Myeloid Leukemia/Leucémie Myéloide Chigpre
Chromosomal Passenger Complex

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
Fms-related tyrosine kinase

Fluorescent Recovery After Photobleaching
Germinal center kinase

Glycogen synthase kinasf 3

INner CENtromere Protein

Histone deacetylase

Focal adhesion scaffolding protein

Kinétochore

New member of the Lats tumor suppressor family
MAP-microtubule affinity regulating kinase 3
MyeloDysplastic Syndrome

Maternal embryonic leucine zipper kinase
Maturation Promoting Factor

MonoPolar Spindle 1

Microtubule

Mosaic Variegated Aneuploid



MYT1
NEAA
NEDD9
NSCLC

PBD
PCSS
PDGFR
PDK1
PKC
PLK

PP

RB

RCC
RPMI 1640
SAC

SDS
SCLC
SVF
TACC
TPX2

Trk
VEGFR

Myelin transcription factor 1

Non Essential Amino Acid

Neuroal precursor cell expressed, developmegndalvn-regulated 9

Non Small Cell Lung Carcinoma (Carcinome pulmomaion a petites

cellules)

Polo Box Domain

Premature Chromatides Separation Syndrome
Plated-derived growth factor receptor
Phosphoinositides dependent protein kinase 1
Protein kinase C

Polo Like Kinase

Protein Phosphatase

RetinoBlastoma protein family members
Renal cell carcinoma

Roswell Park Memorial Institute medium
Spindle Assembly Checkpoint

Sodium Dodecyl Sulfate

Small Cell Lung Carcinoma (Carcinome pulmonaifetites cellules)

Serum de Veau Feetal

Transforming acidic coiled-coil

Target protein for xenopus kinesine like pnot2i
Tropomyosine receptor kinase

Vascular Endothelial Growth Factor Receptor
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CHAPITRE I: LE CYCLE CELLULAIRE

Le cycle cellulaire est 'ensemble des événementstrpverse une cellule entre deux

divisions successives. Il comprend deux granddseparl’interphase et la mitose (M).

l. L'interphase
L’interphase est la période préparant la cellulsaadivision. Elle est subdivisée en
plusieurs phases : GO («Gap 0»), G1 («Gap 1»)y&ti8se) et G2 («Gap 2>Hi¢ure 1).

Phase S: Replication
de’ADN

=

Phase G2:
Croissance,
préparation de la

mitose

Point de
restriction

Phase GT:

Croissance,
préparation de la

réplication

Figure 1 : Le cycle cellulaire
Phase M: K L,
Division cellulaire Le cycle cellulaire est divisé en deux
grandes parties : l'interphase (GO, G1, S,
G2) et la Mitose (M). En GO, les cellules
sont en phase de quiescence

Quiescence

La phase GQ C’est une période dite de quiescence ; les esllné pouvant passer le
point de restriction pour entrer en phase G1 souvent en manque de facteurs de croissance
ou d’éléments nutritifs. Durant cette phase, lamrarie du cycle cellulaire est démantelée et
les cyclines et les kinases "cycline-dépendantest' @bsentes. Si certaines cellules telles que
les neurones restent en GO une fois leur difféegioci terminée, d’autres, comme les
hépatocytes, restent en phase GO jusqu'a ce qu'sdeoivent des signaux leur indiquant
gu’elles doivent entrer a nouveau dans le cycl@stl intéressant de noter que les cellules
cancéreuses ne peuvent pas passer en phase Ghtetlsw condamnées a cycler
indéfiniment.

La phase G1 C’est une période de croissance cellulaire. durg de cette phase, la
cellule passe le point de restriction (R) a pattiquel elle est irréversiblement engagée vers la
division. Cette étape permet également la prémeratie la réplication de I'ADN: les

protéines nécessaires sont synthétisées, commealpdlymérase.

12



La phase S Cette phase est cruciale puisque au cours de-ae$’effectue la
réplication du matériel genétique. Il est absolumestessaire que l'information génétique
intégrale soit transmise de maniere identique deellule mére aux deux cellules filles.
Comme il se produit souvent des lésions génomiglueant la phase S, la réparation de
I’ADN est initiée des que la réplication se termiBela réparation se déroule normalement, la
cellule continue sa progression vers la phase @hde cycle cellulaire s’arréte, et la cellule
peut entrer en apoptose. En fin de phase S, chelguemosome comporte 2 molécules
d’ADN double hélice identiques.

La phase G2 Une fois la réplication menée a son terme awecés, les cellules
entrent en phase G2, la derniére phase de l'idsghDurant cette période, le noyau est
encore défini et entouré par I'enveloppe nuclédes,chromosomes ne sont pas clairement
organisés dans le noyau car ils ne sont encore Isoft@me de fibres chromatiques pas
totalement compactés. A la fin de G2, un point detrdle déterminera si les cellules peuvent
entrer en mitose ou si elles doivent prolongerecptiase. Le point de controle G2 aide a
maintenir la stabilité génomique puisqu’il empédbe cellules d’entrer en mitose avec de
’ADN endommageé. Il fournit donc une opportunité régarer 'ADN et ainsi d’empécher la

prolifération des cellules endommageées.

Il. La mitose

Au cours de la phase M, la séparation des chromesast un élément tres important
pour produire deux cellules filles génétiquemeentifjues. Le but principal de la mitose est
de ségréger les chromatides sceurs dans les ddubes@laissantes de telle sorte que chaque
cellule fille hérite d’'un ensemble complet de chommmes. Si durant la division cellulaire la
séparation chromosomique est perturbée, il enteésnl nombre anormal de chromosomes et
une instabilité génomique dans les cellules fillEgs deux phénomeénes sont des étapes
cruciales du développement des cancers (Draviamekal. 2004). La mitose, qui se déroule
en cing parties (prophase, métaphase, anaphaséloghdse) doit étre un processus

extrémement régulé. La mitose est représenteela&igure 2 ci-apres :
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Interphase Prophase
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mitosis g 5
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cytokinesis
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Chromosome
alignmerit
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Figure 2: Les phases de la mitose
La mitose est un processus continu et dynamique. &mprend cing phases : prophase, prométaphase,
métaphase, anaphase et télophase, suivie paoldiéngse (Adapté ddackson, Patrick et al. 2007))

La prophase :Durant celle-ci, les chromatides achévent leur eosdtion et
forment une structure ordonnée appelée chromos@mitte condensation est accompagnée
par la phosphorylation des protéines histones othigiones.

La prométaphase Cette phasea lieu immédiatement apres la prophase et est
considérée parfois comme faisant partie intégraetda prophase. Au tout début de cette
phase, I'enveloppe nucléaire est rompue et desotalmules rayonnent des centrosomes et
envahissent I'espace nucléaire. Ensuite, ils igissgnt avec les kinétochores. Durant la
prométaphase, le kinétochore est capturé initiahénpar un microtubule unique qui se
prolonge a partir du p6le du fuseau et qui seraitmsgejoint par d‘autres microtubules pour
atteindre un nombre de filaments compris entre 154@ par kinétochore chez les
mammiféres. Ce point d’'ancrage supportera la fdec&raction générée par les microtubules
et qui est nécessaire pour séparer les deux chideaatoeurs de chaque chromosome. Cette
interaction microtubules/kinétochore est donc thgisamique (Nigg 2001). La prométaphase
s'acheve lorsque tous les chromosomes sont carmecteattachés. Si tel n'est pas le cas, le
chromosome mal attaché envoie un signal inhibigela cellule doit attendre que le probléme
soit résolu pour passer en métaphase puis en awmpBa phénoméne de contrdle de la

tension du fuseau aide ainsi a minimiser les risgleemauvaise ségrégation (Yu 2006).
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La métaphase (Cette étape est caractérisée par I'alignementcesmosomes
condensés au centre de la cellule pour formerdaua équatoriale. Les événements précoces
de la métaphase commencent avec les événementts tdedia prométaphase quand les
microtubules s’arriment aux kinétochores. Les @mnttes chromosomes convergeront vers la
plaque équatoriale. Le point de contrdle du fusediotique est encore actif durant cette
phase puisqu’il peut retarder I'entrée en anapleaiseas de mauvais arrimage ou de défaut
d’alignement des chromosomes.

L’anaphase: Durant cette phase tres rapide de la mitoseequinitiée par la
désactivation du point de contréle du fuseau, le®rmosomes homologues sont séparés et
tirés vers leur pble respectif, a 'opposé de llutme Cette phase peut encore étre subdivisée
en deux parties.

L'anaphase Atout d’abord, ou les chromatides se déplacentireattbn d'un
pole sur les microtubules kinétochoriens, qui raccissent en se dépolymérisant au
fur et & mesure que le kinétochore se déplace.rbemoteur du déplacement des
chromatides n’est pas la dépolymérisation des mibrdes mais plutét la présence de
dynéine, un moteur moléculaire utilisant I'ATP, duacte les chromosomes sur les
microtubules.

L'anaphase Bdurant laquelle les péles du fuseau mitotiqgu@igigent I'un de
l'autre en entrainant avec eux les chromatides.ceesrosomes s’éloignent I'un de
l'autre sous l'action des microtubules polaires glissent les uns par rapport aux
autres vers les poles sous l'action de protéinésaes. De plus, les protéines motrices
situées sur les microtubules des asters interagissec la membrane cellulaire et
tirent les péles vers la périphérie, ce qui lesgilei

La télophase C’est la derniere étape de la mitose. Une straatuicrotubulaire
appelée fuseau médian se forme a mi-chemin dess.p@e cours de télophase, les
chromatides atteignent les péles. Les microtubkilestochoriens deviennent de plus en plus
courts et se dépolymérisent. En revanche, les migutes non kinétochoriens continuent de
s’allonger, étirant encore plus la cellule. Ensuiés chromosomes se décondensent, chaque
lot est entouré par une nouvelle enveloppe nueédlhaque noyau possede une copie
complete du génome de la cellule d’origine et i&tient commence a séparer physiquement

les deux cellules filles.
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lll. La cytodiérese

C’est le dernier événement du cycle cellulaifgggre 3). La division du cytoplasme
débute en fin d'anaphase ou lors de télophaseolus e la cytodiérése, la cellule se divise,
perpendiculairement a I'axe longitudinal du fuseaitotique, par contraction d'un anneau
constitué de filaments d'actine, en interactioncades filaments de myosine. Cela se traduit
dans la région sus-jacente, a la surface de lalegpar la formation d'un sillon de division
qui devient de plus en plus profond. Des petitgrfrants du fuseau peuvent encore subsister
pendant quelgues temps entre les deux cellulegy'ause que les membranes cytoplasmiques
de la constriction fusionnent, entrainant la sépardotale des deux cellules filles.

Il existe un point de contréle final appelé « No@ugui retarde la cytodiérése en
réponse aux défauts en anaphase. De nombreusémesatont retrouvées au niveau du corps
intermédiaire durant la cytodiérese tels que deB&€, phosphatases, kinases, des protéases
ainsi que des composants des points de controleddesnages a 'ADN et du fuseau.
Récemment, il a été indique que Rab 35, une p®iBifiPase, était nécessaire a I'abscission
finale en contrdlant la distribution subcelluladte la septine 2 et de PiP2 (Kouranti, Sachse et
al. 2006).

Centrosome

L’enveloppe
nucléaire compléte

Le fuseau centralile
fuseau médian

«———— [’anneau contractil
Figure 3: lllustration de
cytodiérese
Des figuresmajeures et des organelles
importantes sont indiquée¢Adapté de
http://www.sparknotes.com/biology/cellr
eproduction/mitosis/section3.rhtml)

Les chromosomes
condensés

IV. La nouvelle vue de la progression mitotique

Pine et Rieder ont suggéré une nouvelle vue dedgrgssion mitotiqueRigure 4)
principalement basée sur des études chez les kstéls proposent donc de définir la mitose
en cing transitions caractérisées par I'apparities activités des différents régulateurs, en
particulier I'apparition des activités des CDKs/Qyes, des kinases mitotiques et de

'APC/C. Ces étapes pourraient donner des deéfmstiplus exactes de la progression

16



mitotique. La premiere transition, ou antéphaserespondrait a la fin de la phase G2 et au
début de la prométaphase, avant la condensationhdesnosomes. A ce stade, le complexe
CDK1/Cycline A, les protéines Aurora A et PLK (Pdike kinase) sont activées. La
deuxieme étape correspond a I'entrée en mitosagmfdéfinitive. Elle est caractérisée par
I'activation de CDK1/Cycline B et par la rupture t&e membrane nucléaire. La troisieme
étape correspond parfaitement a la prométaphasst Ghe phase de contrdle qui se traduit
par I'activation d’APC/C/Cdc20 et par I'attachemelsts kinétochores sur les chromosomes.
Ce point de contrdle est caractérisé par l'activatie BUBR1 et MAD2, et est indispensable
au bon déroulement de la séparation des chromosdrietape 4 s’étend du début de la
métaphase au milieu de I'anaphase et correspoadiégradation des sécurines par 'APC/C
Cdc20, amenant a la séparation des chromatides stie@haque chromosome. La Cycline B
est également détruite rapidement. La cinquiemaesatiere étape correspond au retour en
interphase, APC/C/Cdc20 est remplacé et dégraddp@rC/cdhl qui prend alors en charge
Aurora A, B ou encore PLK1 (Pines and Rieder 2001).

Go Prophase Prometaphase Metaphase Anaphase Telophase Gy
S —— e —— "0 0O
condensation decondensation

Chromosome Chromosomes Chromosome
alignment aligned on plate  disjunction
Centrosome Spindle formation - Spindle disassembly
maturation/separation
Nuclear-envelope Cytokinesis Nuclear-envelope
breakdown reformation
Transition 1 2 3 4 5

Plk (?)

Aurora A (?) Cyclin B-Cdk1 >

APC—Cdc20 < »

Mad/Bub kinetochore checkpoint s—————

APC-Cdh1 2

Figure 4: La comparaison des phases mitotiques tréitonnelles (en haut) et les

transitions (en bas) proposées par Pine et al.
Les changements morphologiques utilisés pour défmi mitose sont exposés au dessus de la ligne
représentant les transitions. Les changements ldanrggulateurs du cycle cellulaire définissanttiagsitions
sont exposeés (Pines and Rieder 2001).
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CHAPITRE II: LES KINASES MITOTIQUES

Le cycle cellulaire est un évenement extrémemeégalé (Nurse 2002). Chacune de
ses phases ne peut débuter que, si et seulemdatpdiase précédente s’est correctement
déroulée. Pour contréler le bon déroulement de ptesses, il existe des points dits de
restrictions (point de contréle des dommages a NAPoint de contrdle de I'assemblage du
fuseau mitotique) et point de contrble final « NOCR] et la participation de nombreuses

protéines kinases qui interviennent tout au longytile cellulaire.

l. Les complexes Kinases Dépendantes des Cyclinegilines

1. Les Cyclines

Les Cyclines sont une famille de protéines qui ssdmt d’importantes variations de
leur taux d’expression au cours du cycle cellulair@ famille des Cyclines est divisée en
deux classes principales : les Cyclines expriméeplease G1 (Cycline C, Cycline D et
Cycline E) avec une accumulation limitée pour petrada progression de la phase G1 a la
phase S et les Cyclines mitotiques (Cycline A etli@g B) contrélant la transition entre les
phases G2 et M et la mitose elle-méme.

Les Cyclines de type D sont au nombre de trois themme et sont les premieres a
apparaitre lors d’'une stimulation par des mitogehessynthese de Cycline D est initiée
durant phase G1, tant que les facteurs de croissastent dans le milieu. Si bien que les taux
des Cyclines D varient assez peu au cours du cgels; néanmoins un pic d’expression en
transition G1-S. Inversement, des que le mitogeteatiré du milieu, les Cyclines D sont
rapidement recyclées, quelle que soit la phase/de dans laquelle se trouve la cellule. Si la
cellule a dépassé le point de restriction (point IR)destruction des Cyclines D est sans
effet. Au contraire, si la cellule est encore engeh@1, cela empéchera la cellule d’aller plus
loin dans le cycle. Ceci montre bien que la foncpomaire de ces Cyclines est de contréler
la progression en phase G1.

L’expression de la Cycline E est maximale en fan ghase G1, aprés que le pic
d’expression des Cyclines D est atteint (Koff, Grost al. 1991). La Cycline E est
indispensable pour la transition G1/S car l'injestd’anticorps neutralisants dans des cellules
en phase G1 inhibe I'entrée en phase S. Une swssipn de la Cycline E entraine un
raccourcissement de la durée de la phase G1, dinténtaille de la cellule et sa dépendance

aux facteurs de croissance et enfin prolonge laadde la phase S (Resnitzky, Gossen et al.
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1994; Ohtsubo, Theodoras et al. 1995). Durant gdse S, la Cycline E diminue car elle est
dégradée par le protéosome.

Les Cyclines mitotiques sont représentées pacCiedines A et B. Le taux de ces

Cyclines mitotiques augmente progressivement ausabeifa phase S et de la phase G2 pour
atteindre un pic d’expression en mitose.
La Cycline A contrdle I'entrée en phase S. Les {Dgd E et A participent au passage de
phase S, mais ont des fonctions différentes. Lali@y® est nécessaire pour débuter la
réplication de 'ADN puisque sa neutralisation paranticorps spécifique inhibe la synthese
de 'ADN dans les cellules humaines (Pagano, Péppest al. 1992; Cardoso, Leonhardt et
al. 1993).

Il existe trois Cyclines B : B1, B2 et B3. La Cywi B1, la plus étudiée, joue un role
important dans les mécanismes de déclenchemeast m@dse. Cycline B est cytoplasmique
lors de linterphase (en association avec les rubules et les centrosomes) et ce jusqu’a la
fin de la prophase. Elle est transférée brutalerdans le noyau tandis que la Cycline A reste
nucléaire. Il est a noter que la Cycline B une glesnieres protéines du cycle cellulaire dont
la régulation est non seulement temporelle maisiapmatiale. Dés I'entrée en anaphase, la

Cycline B est détruite par « phospho-ubiquitination

2. Kinases dépendantes des Cyclines
La transition d’'une phase du cycle cellulaire a ao&re a lieu de fagon ordonnée et
est régulée par difféerentes protéines cellulair€es régulateurs-clés sont les kinases
« Cycline-dépendantes » (CDKlne famille de kinases sérine/thréonine, qui esivée
spécifiguement lors de points bien précis du cydhlulaire. Chez les mammiféres, on en
dénombre huit types. Les propriétés des CDK1 (Qihez la levure), CDK2, CDK4, CDK6
et CDK7 sont bien établies. En revanche, les fonstde CDK3, CDK5 et CDK8 sont encore
incertaines.
3. Les complexes CDK/Cycline
L’activation des CDKs requiert leur association @vene sous-unité Cycline
régulatrice. Au cours du cycle cellulaire, difféengroupes de complexes peuvent se
distinguer (Murray 2004)gure 5):
- Les Cyclines D associée aux CDK4 et CDK6 en phdse G
- Les Cyclines E et A associées a la CDK2 pendaphése S. Le complexe CDK2-
Cycline E a une forte activité kinase juste avaanhttée des cellules en phase S et

phosphoryle la protéine du rétinoblastome (pRB).cheplexe CDK2-Cycline A se lie au
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facteur de transcription PCNA (Proliferating Celudlear Antigen) au niveau de sites de
réplication de 'ADN

- Les Cyclines B et A s’associent & CDK1. Le CDK1-By A induit I'entrée en
mitose en fin de phase G2 et au début de la mit@sdécision d’entrée en mitose est réegulée

par le couple CDK1-Cycline B.

Figure 5: Les complexes de CDK-Cycline
au cours du cycle cellulaire

Complexe CDK1-Cycline B

La plus importante modification en début de mitese I'activation du complexe
CDK1-Cycline B, autrefois connu sous le nom de «maion promoting factor » (MPF). La
teneur des cellules en CDK1-Cycline B augmente pendaphase S, mais le complexe est
conservé sous forme inactive par I'action des ldeadlYT1 et WEE1 qui phosphorylent
CDK1 sur la thréonine 14 et tyrosine 15 respectetmWEEL et MYT1 sont activées durant
les phases S et G2 et ces deux phosphorylatiomsemthl’activité kinase de ces protéines,
empéchant I'entrée prématurée en mitose (PorteDandghue 2003).

L’activation du complexe CDK1-Cycline B passe paoig étapes combinées.
Premiérement, la phosphorylation de la thréoning, 16duite par CAK (CDK Activating
Kinase) en fin de phase G2, provoque I'ouverturelaimaine catalytique de la CDK1 jusqu’a
la dégradation de la Cycline B en fin de mitoses(fet, Labbe et al. 1993 nsuite, PLK1
(Polo-like kinase) phosphoryle CDK1 sur la sérid€ &t entraine sa migration vers le noyau.
La derniére activation de CDK1 met en jeu la déphosylation sur thréonine 14 et tyrosine
15 réalisée par la famille de phosphatase Cdc2&giPand Donoghue 2003).

De plus, PLK1 peut phosphoryler Cdc25C sur la sérine 198ragrant ainsi son
activation. Cette phosphorylation induit la migoatide Cdc25C vers le noyau ou Cdc25C
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devient hyperphosphorylée en interagissant aveoheplexe CDK1-Cycline B créant ainsi
une boucle de rétrocontréle positive augmentanttiVeé du couple CDK1-Cycline B
(Roshak, Capper et al. 2000).

L’inactivation de Cdc25C se fait par phosphorylatsur sa sérine 216, par les kinases
CHK1, CHK2, C-TAK1 ou PLK3, créant un site de laisavec la protéine 14-3-3. Cela
induit sa séquestration dans le cytoplasme et emaepémnsi son interaction avec CDK1-
Cycline B (Ouyang, Li et al. 1999; Porter and Domagy 2003).

CDK1-Cycline B participe a de nombreuses transfoiona. Il phosphoryle Eg5, une
kinésine impliquée dans I'établissement du fusepalaire permettant la formation du fuseau
mitotique (Blangy, Lane et al. 1995). Ce complexedifie le réseau de microtubules, les
micro-filaments d’actine et les lamines nucléairparticipant ainsi a la dégradation de
'enveloppe nucléaire, par phosphorylation (Lamérniandez et al. 1990; Peter, Nakagawa et
al. 1990; Dessev, lovcheva-Dessev et al. 1991JirEae mitose, CDK1-Cycline B est pris en
charge par le systéme ubiquitine-ligase ce quiagmgrla dégradation de la Cycline B et le
recyclage de CDK1.

L’entrée en mitose s’accompagne d’'une vague depplooglations massives telle la
phosphorylation de [I'histone H3, CENP-A, Cyclinesjoteurs ... accompagnée par
I'expression de kinases mitotiques (Aurora, Pdte kinase, NEK ...).

Il. Les kinases Aurora

Les kinases Aurora sont une famille de sérine/thnéokinases dont la structure a été
conservée au cours de I'évolution eucaryote. Lesirts S. cerevisiaeet S. pomble
n'expriment chacune qu’'une seule kinase Aurora,ofaulpll (increase-in ploide 1) et Ark
(Aurora related kinase) respectivement. Chez demnismes plus évolués, comnie
melanogasteret C. elegans,on dénombre 2 types de kinases Aurora, les kinAsest B.
Enfin, chez les mammiferes, il en existe 3 : Aurdr® et C (Meraldi, Honda et al. 2004).

Ces protéines kinases sont subdivisées en deuximesnan domaine régulateur en N-
terminal et un domaine catalytique en C-termindesdivergent dans leur partie régulatrice,
mais présentent un domaine catalytique trés consee@71% d’identité entre Aurora A et B
(Carmena and Earnshaw 2003). Malgré leur grandeolomie de structure, les Aurora ont de

grandes différences de fonctions et de localisations
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1. Aurora A
La kinase Aurora A, aussi connue sous les nomskd'BITAK ou STK15. Chez
I'hnomme, son géne est localisé sur le chromosomen2§13.2-q13.3, une région amplifiée
dans de nombreuses lignées cellulaires cancéretidass les tumeurs primaires (sein, col de
I'utérus, colorectale, pancréatique, ovaire, ptesta) (Barr and Gergely 2007).

La localisation d’Aurora A est illustrée dansHaure 6. En fin de phase G1 et au
début de phase S, Aurora A est présente dans Erielgiéricentriolaire, mais son expression
est faible (Stenoien, Sen et al. 2003). Elle s’dssamgx centrosomes durant la fin de la phase
S et le début de la phase G2 (Berdnik and Knold@bR). Son pic d’expression est obtenu au
début de mitose (Katayama, Brinkley et al. 2003)Wroka A se localise strictement aux
centrosomes en phase G2 et au début de la mitosméaphase-anaphase, on la retrouve
aussi sur les microtubules, pres des péles du dud&a fin de mitose, elle est observée au
centre du fuseau et sur le corps intermédiairet(idinn, Wilm et al. 2000; Gruss, Wittmann
et al. 2002; Sugimoto, Urano et al. 2002ig(re 6).

Interphase Prophase Meétaphase Anaphase Télophase

Source: Nal Rev Cancer @ 2004 MNature Publishing Group

Figure 6 : Illustration de la localisation d’Aurora A dans le cycle cellulaire
La kinase Aurora A et B est en rouge et vert, gepement et ’ADN est en bleu (Adapté de (Keed an
Taylor 2004)).

Aurora A s’associe a plusieurs co-activateurs dulkaulivision cellulaire qui, en retour,
lui dictent sa localisation, son activation et sabstrats. Ces derniers sont résumés dans le

Tableau 1suivant :
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Tableau 1: Les substrats de kinase Aurora A

Substrat Interacteur Cofacteurs Fonction
Aurora A(T288) TPX2 L'activité maximale d’Aurora A
AurKAIP1 GSK-3B La dégradation d’Aurora A
HEF1 L'activation d’Aurora A (I'amplification

des centrosomes)
La localisation d’Aurora A aux
centrosomes

TPX2 (Ser PLK1 L'activation d’Aurora A

204) Longueur du fuseau/ la nucléation de MT
des chromosomes
L'activation de I'entrée en G2/M de
PLK1 (T210) BORA BORA CDK1, la libération d’Aurora A and le
recrutement de TPX2

XI-p53 (S129/190) La stabilisation de p53 (Met Il méiose)

TPX2 L'ubiquitination par MDM2 et sa
H-p53 (S315) protéolyse

TPX2

La stabilisation de la Cycline B (prévenir
I'interaction d’APC)

L'activation CDK1-Cycline Bl/la
transition G2-M

La localisation centrosomique de LATS 2

LATS 2 (S83) o o

Hs-TACCS3 L'interaction des MAP (dynamique du

/maskin (S558) MAP215 pole de fuseau MT). La stabilisation des
D-TACC1(8863) microtubules associés au centrosome

HDACG6

Cycline B1

Cdc25B (S353)

HEF 1/Cas- Le désassemblage du cil primaire (dé-
L (NEDD9) acétylation des microtubules)

La polarité neuronale/ La division
D-Par 6 Numb asymeétrique
L’orientation du fuseau

Ajuba L'activation d'Aurora A

(TPX2, Target protein for xenopus kinesine liketpio 2 ; PLK1, polo-like kinase, AurKAIP1, Aurora A
Kinase Interacting Protein 1, HEF1, focal adhesicaffolding protein, LATS2, new member of the Latshor
suppressor family, TACC, transforming acidic coitaal, MAP, microtubule associated protein, HDAGtbine
deacetylase, NEDD9, neural precursor cell expresdedelopmentally down-regulated 9, Par-6, partigni
defective 6 homolog alpha, a regulatory subuniatypical protein kinase C (aPKC), X1 Xenopus lagJis
Drosophila et hs, Homo sapiens) (Emprunté a (M@Ie.0, Biol Mol Concepts).

Régulation d’Aurora A

Les quantités d’/ARNmM et de protéines Aurora A s faibles durant les phases G1
et S pour atteindre ensuite un pic d'expressiophase G2 et M avant de disparaitre en fin de
mitose. La variation du taux d'/ARNm est le fruiirte régulation tres fine du géne qui reste
mal connue a I'heure actuelle.

Aurora A est régulée par phosphorylations suthtédnine 288, et les sérines 51 et
342. La phosphorylation sur la sérine 53 cheXémope équivalente a la sérine 51 chez
'homme, empéche la dégradation de la protéinetldpdge and Ruderman 2002).

L'autophosphorylation d'Aurora A sur la thréonirg82est indispensable pour promouvoir
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l'activité kinase. La phosphorylation sur la séi@d, quant a elle, bloque I'activité kinase de
I'enzyme (Crane, Kloepfer et al. 2004).

Katayama et al. ont montré qu'Aurora A et la gritghosphatase PP1 pouvaient se
lier entre elles et se réguler réciproquement (y@ta, Zhou et al. 2001). Lors de la mutation
des sites de liaison de PP1 sur Aurora A, cetteiéler est hyperphosphorylée, suggérant ainsi
gue PP1 régulerait négativement Aurora A en déplmgf@mt au moins un des résidus
impliqués dans son activation. Aurora A peut égaletnmphosphoryler PP1 et l'inhiber. La
phosphorylation de la sérine 342 inhiberait lashami de PP1 a Aurora A et protégerait
I'enzyme de la déphosphorylation notamment au nidesla thréonine 288 ou des autres sites
indispensables a son activité kinase.

Ajuba (Hirota, Kunitoku et al. 2003) est un acteuar d'Aurora A. Elle est impliquée
dans la maturation des centrosomes et interagit awgora A en phase G2 du cycle
cellulaire. In vitro, la protéine Ajuba stimule l'autophosphorylatioutora A sur sa
thréonine 288. Cette activation semble constitaepiemiére phase d'activation de cette
kinase, elle permet également I'activation du cexgICDK1-Cycline B sur des centrosomes.
En effet, Aurora A phosphoryle la sérine 353 de Z&R les centrosomes sur et l'active
(Dutertre, Cazales et al. 2004). La phosphatas@%Ripeut alors éliminer la phosphorylation
en thréonine 15 du complexe CDK1-Cycline B entnafreors son activation (De Souza,
Ellem et al. 2000).

Des études réalisées sur le xénope et sur dadeselhumaines montrent que la
destruction d'Aurora A est dépendante de l'ubigeitigase APC/C cdhl (Castro, Arlot-
Bonnemains et al. 2002; Littlepage and Rudermar2 20€ane, Kloepfer et al. 2004).

Réle d’Aurora A

Préparation de I'entrée en mitose
Durant la phase G2, Aurora A est responsable dgivaion initiale de PLK1 par
phosphorylation directe sur thréonine 210 dans l&leoT de PLK1. Une fois activée, PLK1
phosphoryle a son tour Cdc25C et WEEL et libéredmplexe Cycline B/CDK1 (Seki,
Coppinger et al. 2008). Cette fonction d’Aurora épdnd du facteur BORA. Il est a noter que
le complexe BORA/Aurora A participe a I'entrée eritase en phosphorylant également
Cdc25B sur sa sérine 353.
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La maturation des centrosomes

En phase G2 et en début de mitose, Aurora A joudlenimportant dans la maturation
des centrosomes. Elle fonctionne comme une protfarecrage pour recruter les protéines
péricentriolaires : chTOG/MAP215;tubuline, TACC3, LATS2... Les phosphorylations de
LATS2, Nedl-1 et TACC3 par la kinase Aurora A pettaet leur recrutement aux
centrosomes et favorisent la maturation de cestatess En absence d'Aurora A, les
centrosomes sont incapables de recruter des contposde la matrice protéique
péricentriolaire comme latubuline et la masse du fuseau diminue de 60%i,(Yabuta et
al. 2004; Kinoshita, Noetzel et al. 2005) (Conteldval et al. 2003). De plus, Aurora A
phosphoryle la kinésine MCAK, ce qui entraine lgpalgmérisation des microtubules et
perturbe la localisation d’Aurora A (Zhang, Ems-Mad et al. 2008).

L’assemblage du fuseau bipolaire

Au cours de la mitose, BORA interagit avec PLK1 gftworylée pour libérer Aurora A.
Aurora A recrute ensuite TPX2 (Target Protein fagngpus kinesin-like protein 2), une
protéine interagissant avec les microtubules eegqule plus étudié des substrats d’Aurora A.
L’interaction entre Aurora A et TPX2 limite I'effemhibiteur de PP1 (Phosphatase Protein 1)
sur Aurora A et permet alors son auto-activation ggagosphorylation sur sa thréonine 288.
Dans les cellules humaines, cette interaction assianécessaire pour la nucléation des
microtubules sur les kinétochores et I'obtentionnd’ longueur de fuseau correcte (Bird and
Hyman 2008; Sardon, Peset et al. 2008).

Aurora A interagit aussi avec p53 et la phosphosylela sérine 315, ce qui facilite
'ubiquitinylation et la déstabilisation de celle-par Mdm2 (Murine double minute)
(Katayama, Sasai et al. 2004).

Régulation de la cytodiérése

Bien qu’Aurora A soit dégradée en anaphase etlephése, une petite proportion de la
kinase est associée avec le fuseau central etrps aatermédiaire. Néanmoins, la fonction
exacte d’Aurora A lors de ces événements n'estgise (Lens, Voest et al. 2010). Des
travaux ont montré que l'introduction d’un anticenpeutralisant Aurora A dans des cellules
lors de la mitose, aprés séparation compléte desosemes et formation du fuseau bipolaire,
empéchait la division complete de ces cellules etragnait I'apparition de cellules
multinucléées (Marumoto, Honda et al. 2003). D Des pla surexpression d’Aurora A méne
également a I'absence de cytodiérese, entraindotreation de cellules binucléées (Zhang,
Hirota et al. 2004).
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2. Aurora B

Aurora B est nommée Aurora 1, STK12, AIM1 ou ARKE!est une protéine
essentielle pour la progression de la mitose. Deted ont montré que la location d’Aurora B
était dynamique durant la mitose. Le gene d’AurBra&hez 'Homme se localise sur le
chromosome 17 en pl13.1, tres pres du gene p53uti@ngegion sensible a la perte allélique

dans les tumeurs.

Aurora B et le complexe de protéines passageres

Aurora B est une protéine passagere qui s’asseeie . aNCENP (INner Centromere
Protein), Survivine et Boréaline pour former un pdeme passager chromosomique (CPC).

Les protéines passagéres chromosomiques sont ebsentinterphase. Elles sont
présentes dans le noyau, en fin de la phase Giuepic d'expression se situe en transition
G2/M. Ces protéines sont caractérisées par leatisation particuliére durant la mitose. En
prophase, les protéines passageres sont présantadangueur des chromosomes condensés
et progressivement elles se concentrent aux ceatemnEn prométaphase et métaphase, le
CPC s'accumule sur le centromére interne. Loradehsition métaphase-anaphase, le CPC
est transféré sur le fuseau central et s'associeracrotubules. Durant la cytodiérése, les
protéines passageres sont concentrées sur le icdepsédiaire (Cooke, Heck et al. 1987;
Vagnarelli and Earnshaw 2004jigure 7).

Dans le complexe, la kinase Aurora B est le seuinbre possédant une activité
enzymatique. Survivine et INCENP sont a la fois sielsstrats d'Aurora B et des activateurs
de la fonction kinase. Par exemple, INCENP se l&ufora B et induit un état d'activation
intermédiaire en stabilisant une conformation otevedtu site catalytique de la kinase.
Lorsqu’'INCENP est phosphorylée, elle active de fagaximale la fonction kinase d'Aurora
B(Bolton, Lan et al. 2002; Sessa, Mapelli et al. D0Boréaline est phosphorylée par MSP-1
(Monopolar spindle 1). Cette forme active est ngame pour l'activation d'Aurora B
(Jelluma, Brenkman et al. 2008).

Dit autrement, 'activité de la kinase Aurora B esidulée par les membres du CPC
qui agissent comme des sous-unités régulatricd®nieyme. En fait, dans le complexe, la
partie C-teminale de Survivine interagit avec latipaN-terminale d’'INCENP et avec
Boréaline formant une triple hélice (JeyaprakaskeirKet al. 2007) alors qu’INCENP
interagit avec Aurora B par sa partie C-terminadtrd étude du CPC par FRAP (Fluorescent
Recovery After Photobleaching) révele qu’AuroratBes partenaires d’interaction INCENP

et Boréaline sont totalement immobiles en prometaplret métaphase. Survivine est mobile
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jusqu'au déclenchement de l'anaphase et puis aler associée a ses partenaires
d’interaction quand le complexe est transféré vessmicrotubules. Ces résultats montrent
que les interactions entre les différents membue€EIC sont fortes. (Delacour-Larose, Molla

et al. 2004; Delacour-Larose, Thi et al. 2007; Dela-Larose, Vu et al. 2009).

Early mitosis Late mitasis

hMetaphace Anaphace Telophase

Mature Reviews | Molecular Cell Biology

Figure 7: La localisation de la kinase Aurora B erphase de Mitose

Photos d'immunofluorescence (en haut) et représentaschématique (en bas) de la localisation
d’Aurora B dans les cellules HeLa en mitose. Aurast en vertg-tubuline est en rouge, les kinétochores sont
en rose et I'ADN est en bleu. En prophase, Auror&dB sur le bras des chromosomes et commence a
'accumuler aux centrosomes entre les kinétochdtesnétaphase, les chromosomes alignent sur I'équdt
fuseau. La tension au kinétochore est détectéAyrara B centrosomique. En anaphase, Aurora B seertire
au corps intermédiaire (Adapté @Ruchaud, Carmena et al. 2007)).
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Les substrats de I'Aurora B
Les substrats d’Aurora B sont indiqués danBdbleau 2
Tableau 2 : Les substrats d'Aurora B chez les vert#ales et chez les levures

Substrats d’Aurora B Phase de la mitose
Protéines passageres
Survivine Mitose
INCENP Mitose
Protéines associées aux chromosomes
Histone H3 G2-métaphase
Complexe Ndc80 Métaphase
Ndc10p Métaphase
Boil et Boi2 Métaphase
CENP-A Métaphase
Topoisomérase |l alpha Métaphase
BUBR1 Métaphase
Protéines associées au cytosquelette
Dampl Métaphase
MCAK Métaphase
MgcRaclGAP Métaphase
Stathmine Métaphase
Chaine Iégére de la Myosine Il | Cytodiérése
Desmine Cytodiérese
Vimentine Cytodiérese

(Les lettres en gras indiquent les substrats répatissi chez les levures)

Régulation d'Aurora B

Comme pour d’autres kinases, le degré de phospimnyl régule directement son
activité kinase. La déplétion de RKIP (Rafl Kinagsghibitor Protein) induit une
délocalisation partielle d'Aurora B phosphorylées @&aétochores et la perte de son activité
kinase (Eves, Shapiro et al. 2006).

CHK1 phosphoryle Aurora B et augmente son acticdélytiquein vitro (Zachos,
Black et al. 2007). Dans les cellules déficiente<C#1K1, la localisation aberrante d’Aurora
B dans la zone intermédiaire et le corps intermegipiege la chromatine non résolue au
sillon de clivage durant la cytodiérese et indwit regression de la cytodiérese et la
binucléation. Il est donc possible que CHK1 soitragulateur ainsi qu’un senseur dans la
voie de point de contrble de la scission, voie @ée par Aurora B (Steigemann,
Wurzenberger et al. 2009).

Aurora B s’autophosphoryle sur sa thréonine 282Zst un mécanisme de régulation
essentiel pour son activation (Yasui 2004). La et phosphatase 1 (PP1), présente au
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niveau des kinétochores, est connue pour contrativité d'Aurora B (Sugiyama, Sugiura
et al. 2002; Trinkle-Mulcahy, Andrews et al. 2003).

La poly(ADP-ribosyl)ation est une réponse celldlaimmédiate aux cassures de
’ADN qui est catalysée par les enzymes dépendaMAi®, poly(ADN-ribose) polymérases
(PARP). Monaco et al décrivent la régulation detliaté kinase d’Aurora B par poly(ADP-
ribosyl)ation. L'activation de PARP en réponse doxnmages de '’ADN entraine le blocage
de la phosphorylation de I'histone H3 sur la sérlfeet cet événement est spécifique car
aucunes autres modifications de I'histone H3 ne sbeervées. Aurora B associe a PARP-1
et est fortement poly(ADP-ribosyl)ée en réponse @ssures causées par les radicaux libres
et les radiations ionisantes (RI). Cette modifmattause l'inhibition uniquement de la kinase
Aurora B car Aurora A n’est pas associée a PARPeast pas poly(ADPribosyl)ée.

Concernant sa dégradation, Aurora B est prise emgehpar la voie d'ubiquitine-
protéosome via le complexe APC/C (Nguyen et al. ROClle-ci n'a lieu que si les
domaines KEN et A-box sont intacts. APC/C-Cdhl neeit spécifiquement Aurora B par
son domaine D-box situé dans sa partie C-termihaleinétique de la dégradation d’Aurora
B semble couplée avec l'initiation, la progressatia finalisation de la cytodiérese (Stewart
and Fang 2005).

Les rGles d’Aurora B
La condensation et la cohésion des chromosomes :

La condensation des chromosomes est accompagnée upar vague de
phosphorylations de protéines histones et non4igestoLa phosphorylation de I'histone H3
sur la sérine 10 est une des modifications épigppres principales de la chromatine en
mitose. Aurora B phosphoryle les sérines 10 et@8histone H3 en mitose (Goto, Yasui et
al. 2002; Carmena and Earnshaw 2003). Aurora Bicgzet a la maintenance de la
condensation des chromosomes car son inhibitionititel décondensation des chromosomes
et la fuite du CPC de la chromatine (Hoang, Faekrl. 2009). La phosphorylation de
I'histone H3 sur la sérine 10 serait responsabléaddissociation de HP1 (Heterochromatin
Protein 1) de I'hétérochromatine centromérique, gmut-étre permettre la réorganisation de
la chromatine en mitose (Fischle, Tseng et al. 2Bl®ta, Lipp et al. 2005).

Aurora B ne phosphoryle pas seulement la sérineelbidtone H3 mais aussi le variant
CENP-A sur la sérine 7. Ces phosphorylations deetmvec d'autres marques épigénétiques
jouent un role clé dans le recrutement et la s&aibn du complexe passager sur les

chromosomesHigure 8). En mitose, I'histone H3 est le siege d'une phaggdtion sur la
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thréonine 3 suite a l'activation de la kinase HaspD'apres les travaux des groupes de
Higgins et Funabiki, la phosphorylation de la tmi@e 3 de I'nistone H3 intervient en amont
du recrutement du complexe passager (Kelly, Ghestoah. 2010; Wang, Dai et al. 2010). En
effet, Survivine reconnait cette thréonine phosplger via son doigt de zinc de type BIR
(Baculoviral IAP Repeat) et elle sert, par la sude plate-forme pour le recrutement des
autres membres du complexe (Kawashima, Yamagisal. &010; Yamagishi, Honda et al.
2010). La déplétion de la kinase Haspine dans édsiles eucaryotes entraine un faible
recrutement de MCAK aux centromeéres et prévientldelenchement de l'anaphase via
l'activation du point de contrdle du fuseau. Ddetefsimilaires peuvent étre observés par
microinjection de peptide H3-Thr3-P ou d'un muta@atvivine D70A/71A. En fait, toutes ces
manipulations compromettent la localisation de il@ake Aurora B sur le centromere. Le
groupe de Watanabe a montré que la phosphoryldédinistone H3 sur thréonine 3 agissait
de concert avec une autre modification portée 'hatdne H2A (Hoang, Favier et al. 2009;
Tsukahara, Tanno et al. 2010). En effet, au coura aeitose, la kinase BUB1 est présente
sur les centroméres internes et phosphoryle las@10 de I'histone H2A recrutant ainsi les
protéines Shugoshine (Yamagishi et al. 2010). Wdtenet al. suggerent que la
phosphorylation de I'histone H2A permet le recrigehdes protéines Sgo qui attirent a leur
tour la protéine Boréaline phosphorylée par CDK#@lqZ)-Cycline B.In fine, cela permet le
recrutement ou la stabilisation du complexe passé¢@vashima, Yamagishi et al. 2010;
Tsukahara, Tanno et al. 2010; Yamagishi, Honda €040).

Aurora B est nécessaire pour une dissociation agficde la cohésine des bras
chromosomiques en prophase. Chez les vertébréghkesine est enlevée des chromatides
durant la mitose par deux mécanismes distinctreenier dépend de PLK1 et d’Aurora B
(Losada, Hirano et al. 2002; Sumara, Vorlauferle@02; Gimenez-Abian, Sumara et al.
2004). L'activité d'Aurora B empéche la localisatdeSgol sur les bras chromosomiques et
la restreint a la région centromérique (Dai, Suliivet al. 2006) (Resnick, Satinover et al.
2006; Lipp, Hirota et al. 2007). Alternativement®? Hinfluence le recrutement de la cohésine
sur la chromatine (Bernard, Maure et al. 2001; Man&itajima et al. 2002) et comme nous

venons de le décrire sa rétention sur les chromesast dépendante d’Aurora B.
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Figure 8: Schématisation des marqueurs épigénétiques centrongues.

A : Visualisation de la présence de la protéinevBime sur le centromeére interne.

B : Schématisation de l'interface centromére-kinBtwe sur un chromosome mitotique et visualisadieta
répartition des histones H3 (vert clair) et CENRvArt foncé).

C : Agencement de I'enchainement des nucléosonméoogériques en mitose

D : Cascade d’évenements sur la chromatine centigueé La phosphorylation d’Histone H3 en Thr3 par
Haspine induit le recrutement de la protéine Sumevtandis que les phosphorylations concomitantes d
Boréaline par CDK1-Cycline B et de Shugoshine pabBassurent I'ancrage du complexe passager sur le
centromere interne. D’autres kinases facilitemtéraction entre les différents partenaires au deicomplexe
passager (Msp-1, PLK1, ...). La kinase Aurora B &tiypar Survivine et INCENP phosphoryle ses sulssérat
savoir CENP-A, Histone H3, MCAK, Op18, Mis13.

L’assemblage du fuseau mitotique

Aurora B phosphoryle aussi MCAK (Mitotic Centromekesociated Kinase), un de
ses substrats clé, et la stathmine 1. MCAK se ikeaux centroméres des chromosomes et
participe au mouvement de congression des chronesaimsi qu'a la formation du fuseau
bipolaire. MCAK dépolymérise les microtubules pettaiet ainsi a d'autres microtubules de
venir s'attacher sur les kinétochores libres (AwdreOvechkina et al. 2004). Par d’ailleurs, la
phosphorylation de MCAK par Aurora B permet l'irdetion entre MCAK et une protéine
activatrice du nom d’ICIS (pour Inner CentromerenKstimulator) (Ohi, Coughlin et al.
2003). La localisation d’ICIS aux centromeres pdrndéactiver MCAK. Le couple
MCAKI/ICIS déstabilise alors les attachements entierotubules et kinétochores localisés a
proximité du centromére (attachement syntéliquaesérbtéliques)

Aux centromeres, I'inhibition du complexe opl18/ktaine suite a sa phosphorylation
par Aurora B est nécessaire pour un assemblagectatu fuseau (Gadea and Ruderman
2006).
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La précision nécessaire a la ségrégation des csmmmes exige que toutes les
chromatides dupliquées soient attachées aux mhbut#s qui émanent des pdles opposés du
fuseau mitotique. Dans les cellules traitées gdedperadine, un inhibiteur d’Aurora B, les
attachements entre kinétochores et microtubules esorgrande partie de type syntéliques
(Figure 9) et le nombre d’attachements de type monotélicgtedeninué. Aurora B, en
déstabilisant les microtubules mal attachés, estentelle pour la bi-orientation
chromosomique (Tanaka, Rachidi et al. 2002; Haofe @t al. 2003; Lampson, Renduchitala
et al. 2004) Figure 10).

Attachement monoplaire Attachement bipolaire
Monotélique Syntélique Mérotélique Amphitélique

Figure 9: Schématisation des différents types d’aichements entre microtubules et
kinétochores(Cimini and Degrassi 2005)

Les microtubules qui s’attachent de fagcon non-bijpel ne créent pas de tension
mécanique sur les centromeéres et en conséquerkdaétechore reste proche d'Aurora B sur
le centromeére intérieur (Tanaka, Rachidi et al.208ndrews, Ovechkina et al. 2004; Liu,
Vader et al. 2009). En absence de tension, Aurgeaddphoryle les substrats du kinétochore
incluant HEC1, KNL1, qui a la fois déstabilisent lattachements des microtubules et
réduisent le recrutement de PP1 aux kinétochonegr&sence d'une tension, ces substrats
s’éloignent et sont déphosphorylés par PP1 emin&ita stabilisation des attachements
biorientés (Liu, Vader et al. 2009; Liu, Vleugela¢t2010).

~
~
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Figure 10: Mécanisme de
kinétochoriens s
V chomosone erreurs d’attachement au cours
/ O Centrosome de la mitose.
Activation d’Aurora B entre microtubules et kinétochores
correspondent a l'attachement de deux
l l l chromatides soeurs au méme centrosome.
b /% /% d /% . impliqguée dans la correction de ces
4 .
0 attachements. Cela peut se produire par
(c). (d) Les chromatides migrent alors
jusqu’au pOle avant d’'étre réalignées sur
Détachement des microtubules kinétochoriens Dépolymérisation la plaq ue métaphaSiq ue (Lampson;

O/M\O || Lot correction par Aurora B des
() Les attachements syntéliques
L'activité  kinase d'Aurora B est
¢
. 0 0 — 0 Q déstabilisation des microtubules a partir
%(\% \N‘ % \M' des kinétochores (b) ou des centrosomes
Renduchitala et al. 2004).
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Le point de controle de I'assemblage du fuseau

Le point de controle de I'assemblage du fuseauSApindle Assembly Checkpoint,
Figure 11) supervise la transition de la métaphase versaphase. Le complexe SAC
comprend MPS1, MAD (MAD1, MAD2 ou MAD3/BUBR1) et BBJ(BUB1 et BUB3). Le
SAC controle I'activité d’APC/C (Anaphase Promoti@gmplex/Cyclosome).

Des études indiguent que le maintien de I'associale MAD2 et BUBR1 avec les
kinétochores nécessite I'activité d’Aurora B (Difiefd, Johnson et al. 2003). En effet, elle est
impliquée directement dans le recrutement des ipegédu kinétochore comme BUBI,
BUB3, CENP-E, MAD1 ou MAD2 (Vigneron, Prieto et 2004).
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M-:taphas-: N silonced ﬁ.r|:_‘.|p|‘|.:1.~,|_r

£}

Shparaia
=y PTTGA \
Separast _—
4 *
PFITGA-Ub
BUBR1 — =t
L ah—
MAD1 m) [ I-H'-\"
Iwin MADZ  Epean CENPE Fa gl cpoan—
= 4
- o =
- [+ _-2:5 =
o = =
. E81 =115
BUE} - EUB3
™ MK
4 *
4 *

Figure 11 : lllustration de I'action du point de cantrdle du fuseau mitotique.

La cohésion des chromatides sceurs est maintenge’'gue métaphase par le complexe cohésine dont la
stabilité est assurée par la voie de la signatisatjui détecte les kinétochore non attachés. Lequoen
d’'attachement est détecté par les kinases BUBL, BUBuU TTK, CENPE. Ces protéines recrutent des
hétérodimeres MAD1/MAD2. MAD2 séquestrent rapidem@uc20 et inhibent l'activit¢ d’APC/C. Apres
l'attachement microtubulaire, MAD2 est libérée domplexe APC/C ce qui entraine son activation,
l'ubiquitination puis la destruction de PTTGL. Eitsula séparase est activée, ce qui désassembteriplexe
cohésine. La tension est ensuite générée entrkihgtochore bi-orientés causant leur séparatiorardur
'anaphase. Les photos représentent les cellulél3 N8 en métaphase et anaphase. L’ADN est en bléeset
microtubules sont en rouge (Perez de Castro, dee€at al. 2007).

La kinase MPS1 (Mono Polar Spindle 1, connue assss le nom de TTK) est une
sérine/thréonine kinase qui joue un role critiga@slla signalisation de SAC en contrélant
lalignement des chromosomes et en influencanttddbilgé de linteraction kinétochore-
microtubule. Dans les cellules mammiferes, MSP1 réstessaire pour la correction des
erreurs d’attachement kinétochore-microtubule @de#l, Brenkman et al. 2008; Santaguida,
Tighe et al. 2010; Sliedrecht, Zhang et al. 2018) phosphorylation directe de Boréaline
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(Jelluma, Brenkman et al. 2008; Bourhis, Lingelakt2009; Kwiatkowski, Jelluma et al.
2010; Sliedrecht, Zhang et al. 2010). Par suitks ehtraine I'augmentation de I'activité
d’Aurora B (Espeut, Gaussen et al. 2008; MaciejowSkorge et al. 2010; Santaguida, Tighe
et al. 2010).

La sortie de la mitose et la cytodiérese

Aurora B contribue a la réussite de la cytodiépeephosphorylation de MgcRacGAP
et de la kinésine 6 (Minoshima, Kawashima et @03 Cimini 2007). Elle phosphoryle aussi
plusieurs protéines impliquées dans la cytodiéceseme la vimentine, la desmine et GFAP,
MKLP1 ou la condensinel. Par exemple, en absentem®sphorylation par Aurora B de la
vimentine, les deux cellules filles restent attash8une a l'autre et la cytodiérése échoue
(Goto, Yasui et al. 2003; Minoshima, Kawashima let2803; Lipp, Hirota et al. 2007).
Aurora B phosphoryle la myosine Il et l'inhibitidfAurora B cause la perte de localisation de
la myosine Il et donc la perturbation de l'orgatisa du corps intermédiaire (Straight,
Cheung et al. 2003).

La cytodiérese doit étre coordonnée avec la séparagt la ségrégation des
chromosomes afin d'assurer la maintenance d’'un gématact. Elle n’a donc lieu que quand
le matériel chromosomique a disparu du sillon desidin. Récemment, Steigemann et al. ont
montré que le CPC et Aurora B participaient au pdetontrole appelé NoCut qui empéche
I'abscission en réponse a la présence d’ADN (Steaye, Wurzenberger et al. 2009).

En sortie de mitose, la région de D-box d’Auroradd reconnue par APC/C entrainant
son ubiquitination et la dégradation d’Aurora B coenindiqué ci-dessus (Stewart and Fang
2005).

En résumé, Aurora B est responsable de la mangigéretique clé de la mitose : la
phosphorylation de I'histone H3. La kinase AuroraeB directement impliquée dans la
séparation des chromosomes en phosphorylant MCAKeret activant les protéines
responsables du point de contrble du fuseau mitetigrsque les kinétochores ne sont pas
attachés correctement. Elle participe aussi a tadigrese en phosphorylant des éléments du

corps intermédiaire.

3. Aurora C
Aurora C est connue sous les noms d’Aurora 3, STKIK3 ou AIE-2 et a été peu
étudiée. Elle a été découverte dans le spermedamis les ovaires de souris (Tseng, Chen et

al. 1998). Aurora C est surexprimée dans les tdstcet dans certaines lignées cancéreuses
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comme HepG2, HelLa, HUH7 et MDA-MB-453 (Meraldi, i@ et al. 2004; Giet, Petretti et
al. 2005). Les protéines Aurora B et C ont un hd@uéau de similitude dans leur domaine
catalytique (Barr, Sillje et al. 2004; Chen, Tarngak 2005). Aurora C participe durant la
spermatogenése, a la formation du fuseau méiofique Chuang et al. 2000). Récemment,
Aurora C a été montrée comme étant essentielle fpotertilité masculine chez 'Homme
(Dieterich, Soto Rifo et al. 2007) et la sourisrfiiins, Crosio et al. 2007). La déficience en
Aurora C cause I'échec de la cytodiérése en méiokez la souris (Matthew, Yen et al.). La
dérégulation d’Aurora C, tout comme celle d’Aur&@apourrait étre associée a une mauvaise

séparation des chromosomes lors de la méiose.

[ll. Polo-Like Kinase (PLK)

Les Polo-like kinases (PLK) sont une famille deireéthréonine kinases régulatrices
trés conservées, qui jouent un réle clé dans lasidiv cellulaire. Les génomes de
D.melanogaster Scerevisiaeet S. pomben’ont qu'une seule PLK (Polo, Cdc5 et Plol,
respectivement). Cing membres de cette famille gmt@st une architecture unique sont
identifiés chez les mammiferes: PLK1, PLK2 (SNK)LKB (FNK ou PRK), PLK4 (SAK) et
PLKS5 (Lens, Voest et al. 2010).

Le domaine polo-box (PBD) tres conservé dans léep@-terminal de la protéine est
une caractéristique commune des PLKs. Les PBDsdaminotifs de localisation dépendant
de la phosphorylation qui emménent la kinase aipiit& de ses substrats (Barr, Sillje et al.
2004).

PLK1 se localise dans le cytoplasme et le noyaardua phase G2 et est retrouvée sur
les centrosomes. Au début de mitose, PLK1 se trauxecentrosomes et aux kinétochores et
ce jusqu’a sa degradation. Une fraction de PLKlirasisférée au corps intermédiaire en fin

de mitoseigure 12).

Interphase Prophase Meétaphase Anaphase Télophase

Figure 12 : Localisation de PLK1 en mitoSePLK1 est en vert, la tubuline est en rouge et I'’AB
en bleu (Perez de Castro, de Carcer et al. 2007).
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1. Régulation des PLK

L'activité de PLK1 est régulée a la fois dans hafs et I'espace. Le contrdle temporel
est réalisé par la régulation transcriptionnebiepthosphorylation et la protéolyse; le contrdle
spatial est réalisé par des interactions protéigues mécanismes régulateurs des PLK
pourraient différer entre les especes et mémeiauwie méme organisme.

Les niveaux d'expression des ARNm et de la protBit€ sont faibles durant la phase
G1 et augmentent au cours de la phase S pourditgdgur maximum pendant les phases G2-
M ; PLK revient a un niveau basal en fin de mit@dehiumi, Longo et al. 1997). p53 et sa
cible p21 sont des régulateurs de la transcripi®® LK1, peut-étre via I'élément CDE/CHR
(Cell cycle Dependent Element/Cell cycle gene HagplRegion) (Martin and Strebhardt
2006). Les protéines de la famille RB (Retino-Bdasd) répriment aussi la transcription des
PLK de maniére dépendante d'E2F et indépendant€Re/CHR (Uchiumi, Longo et al.
1997; Ren, Cam et al. 2002; Gunawardena, Siddicali 2004).

Comme les autres kinases, les kinases PLK sontéastipar phosphorylation sur la
boucle d'activation (boucle T). La phosphorylatamla thréonine 210 de PLK1 est cruciale
pour son activation. Plusieurs études récentesopeoyt que la kinase Aurora A, avec l'aide de
son co-facteur BORA, initie l'activation des PLK aours de la phase G2 (Macurek,
Lindqvist et al. 2008; Seki, Coppinger et al. 2008)

Les kinases PLK peuvent étre inactivées par la dggtwylation de la thréonine 210.
PP1 et son adaptateur MYPT1 (Myosin Phosphataggefiag subunit 1) répriment PLK. La
déplétion de MYPT1 sauve des défauts mitotiques ésapsr la déplétion de PLK 1 et
entraine l'augmentation de la phosphorylation d&KPlsur thréonine 210 (Yamashiro,
Yamakita et al. 2008).

Les PLKs sont régulées par les phosphorylationpléuogentaires sur d’autres résidus.
PLK1 est phosphorylée sur la sérine 137 en finadenitose et cet événement modifie la
spécificité de substrat du domaine kinase (van @erdf, van Vugt et al. 2005). Dans les
cellules humaines, la phosphorylation de la sédfiede PLK1 par PAK1 (p21-Activated
protein Kinase 1) induit la fonction de PLK1 lore da transition métaphase-anaphase
(Maroto, Ye et al. 2008).

Le PBD (le domaine Polo-box) jouerait un role dengegulation spatiale de PLK1 par
interactions protéiques. Les séquences de recaamais consensus de nombreuses protéines
liant PBD sont ciblées par des kinases comme |eksGdd les protéines kinases activées par

des mitogenes. Les liaisons de PLK1 en début eeundle mitose avec INCENP (Goto,
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Kiyono et al. 2006), BUB1 (Qi, Tang et al. 2008)peut-étre BUBR1 (Wong and Fang 2007)
semblent étre amorcées par la phosphorylation d€1CD

En fin de mitose, lorsque l'activité de PLK1 n’esiis requise, elle est dégradée par la
voie ubiquitine-protésome via le complexe APC/C ZcLa déplétion de CDH1 (Cdc
Homologue 1), un adaptateur d'APC, entraine l'actation de PLK1 chez les mammiferes.
De méme, la déplétion de Cdc20, un autre adaptat&BC, entraine aussi I'augmentation
significative de PLK1 dans les fibroblastes embnaires de souris dérivés des embryons
déficients erCdhI” (Garcia-Higuera, Manchado et al. 2008).

2. Les substrats de PLK
Les substrats de PLK1 sont listés dangdbleau 3ci-apres :

Tableau 3: Les substrats de la kinase PLK1

Localisation du substrat Substrats

Cycline B
WEE1
Cdc25C
Centrosome Asp
Stathmine/OP18
Emil
Nlpl

APC1
APC5
Cdcl6
Cdc23
Cdc27
TCTP

MLKP1
MLKP2
Nir2
NUDC

Kinétochore
Fuseau
Centrosome

Fuseau central

Claspine
SCC1

Grasp65
MYT1

(MKLP, mitotis kinesin-like protein; NUDC, nuclealistribution protein C homologue; Nir2, the peephl
Golgi protein; SCC,Spirochetal Coiled-Coil protein; Nlp, Ninein likergiein; MYT1, Myelin Transcription
factor 1; TCTP, translationally controlled tumanotein, Cdc, cell division cycle; APC, Adenomatous polgjzo
coli; Grasp65, Golgi-associated protein; MYT1, garlitotic inhibitor 1; WEE1, a nuclear kinase) (4udé de
(van Vugt and Medema 2005)).

Chromatine

L’appareil de Golgi
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3. Roéles de PLK1
PLK1 est la plus caractérisée des PLKs chez lesmifames. Elle contrble les étapes
critigues de la mitose comprenant [initiation Hentrée en mitose, la maturation et la
séparation des centrosomes nécessaires pour latfondu fuseau mitotique bipolaire, la

transition de la métaphase a I'anaphase, la sigtienitose (Schoffski 2009kigure 13).

& 4

Cytokinesis

Figure 13 : lllustration des rbles de Polo-like kimse 1 (PLK1) dans le cycle

cellulaire chez les mammiferes.
Les différentes étapes de la division cellulairadant lesquelles PLK1 est active. L'ADN et les choszomes
sont présentés en bleu, les microtubules sont #nlgs centrosomes et les kinétochores sont erejaliandis
gue PLK1 est en rouge (Barr, Sillje et al. 2004).

Préparation de I'entrée en mitose:

PLK1 participe a I'activation du complexe CDK1-Ciyel B, essentiel a la mitose. Elle
induit directement I'entrée en mitose en phosplamtyt’'une part Cycline B sur la sérine 147,
ce qui favorise sa location nucléaire (ToyoshimaiMoto, Taniguchi et al. 2001), et d’autre
part Cdc25C, ce qui entraine sa migration vers yam@Toyoshima-Morimoto, Taniguchi et
al. 2002). PLK1 induit le recrutement de la kinAsgora A aux centrosomes en fin de phase
G2 ; Aurora A recrute ensuite la Cycline B et pHuasple Cdc25B.

La formation du fuseau mitotique bipolaire

PLK1 participe a la maturation des centrosomes. PhKosphoryle Nlp (Ninein like

protein), une protéine centrosomique en interpletsan régulateur de la nucléation des
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microtubules. Cette phosphorylation recrutg-tabuline (Casenghi, Meraldi et al. 2003). En
plus, elle phosphoryle également Kizuna pour puesdiintégrité des centrosomes. Un défaut
de Kizuna ou l'inhibition de sa phosphorylation paK1 sur la thréonine 379 entraine une
déstabilisation des centrosomes (Feng, Yuan 2086; Oshimori, Ohsugi et al. 2006).

La cohésion des chromatides sceurs et la fonctios ki@etochores:

Chez les vertébrées, en prophase et prométhapeas&yement des cohésines des bras
chromosomiques est régulé par WAPL (WingAPart-Likenologue), une protéine se liant a
la cohésine (Gandhi, Gillespie et al. 2006; Kuehiggemann et al. 2006) et par la
déphosphorylation dépendante de PLK1 de Sa2 (Skrantaen 2), une sous-unité de la
cohésine (Losada, Hirano et al. 2002; Gimenez-Atamara et al. 2004; Hauf, Roitinger et
al. 2005).

PLK1 participe également a l'attachement chromoseingeau. Elle interagit avec
INCENP apres la phosphorylation de celui-ci par ADKur la thréonine 388. Cette
interaction est importante pour la localisationRIeK1 aux kinétochores et pour emmener
PLK1 & proximité d'Aurora B. L'inhibition de PLKlagse un retard mitotique car les
kinétochores sont détachés et le point de contrélpeut donc pas étre désactivé, indiquant
gue PLK1 favorise la formation d'attachements s@lSumara, Gimenez-Abian et al. 2004;
van Vugt, van de Weerdt et al. 2004; Lenart, Pezkret al. 2007).

La sortie de mitose et la cytodiérése:

Une fois l'alignement des chromosomes réussi, Qg di et Sécurine sont dégradées par
le complexe APC/C lié avec Cdc20 et les cellulesesmten anaphase. La diminution de
l'activité de CDK1 induit la translocation d'AuroBaet de PLK1 vers le fuseau central. Des
travaux ont indiqué que PLK1 est clairement nédesgaour l'initiation de la cytodiérese
tandis qu’Aurora B serait plus importante pour d@oplissement de celle-ci. PLK1 et
INCENP sont nécessaires pour le recrutement de NKMrtotic Kinesin Like Protein 2) au
fuseau central et, a son tour, MKLP2 dirige la lisedion au fuseau central d'Aurora B et de
PLK1 (Neef, Gruneberg et al. 2007; Hummer and Ma3@09). L'inhibition de PLK1
provoque une mauvaise localisation d'Aurora B ewtde part la déplétion d'INCENP
perturbe la localisation de PLK1.

HsCyk4 est une protéine RhoGAP localisée sur leedusintermédiaire. Durant
anaphase, elle interagit avec RhoGEF Ect2 (Rhan®e-nucleotide Exchange Factor
Epithelial cell transforming 2), ce qui permet sesrutement sur le fuseau intermédiaire. La
phosphorylation de hsCyk4 par PLK1 induit la forimatdu complexe entre Cyk4 et ECT2.
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Cet événement est nécessaire pour activer la GTHas& et suit 'assemblage et I'ingression

de I'anneau contractile (D'Avino, Savoian et ab2®Barr and Gergely 2007).

4.Réles des PLK2, PLK3, PLK4 et PLK5

Les roles de la kinase PLK1 dans le cycle cellalaont bien étudiés, ceux de PLK2 et
PLK3 sont assez peu connus.

PLK2 est une cible transcriptionnelle de p53 etiegtliquée dans la duplication des
centrioles. Les fonctions les plus connues de PtK@cernent le systeme nerveux ou la
kinase est définie comme étant un régulateur deldsticité synaptique (Burns, Fei et al.
2003; Warnke, Kemmler et al. 2004; Ang, SeeburgleR008; Seeburg, Feliu-Mojer et al.
2008; Seeburg and Sheng 2008; Inglis, Chereau @0@B). Concernant le cycle cellulaire,
PLK2 pourrait agir en phase S au niveau du pointalgréle (Matthew, Yen et al. 2007).
PLK3 est nécessaire pour la transition de phas& @&Gbn pic d’expression est obtenu en G1)
et se localise dans les nucléoles, en interphdisee &t nécessaire a I'expression de Cycline E
et 'entrée en phase S. L'interaction avec Cdc2®Armit réguler I'entrée en phase S car
I'épuisement en Cdc25A entraine I'atténuation d&pgression de Cycline E (Zimmerman and
Erikson 2007). PLK3 pourrait aussi activer p53 Idesréponses a différents types de stress
cellulaires (Xie, Wu et al. 2001).

PLK4 se trouvent sur ou prés des centrioles toubrg du cycle cellulaire. PLK4 a un
réle de régulateur clé de la duplication des ceotnes et sa fonction est essentielle pour
I'embryogenése précoce (Nigg 2007).

Récemment, PLK5 a été impliguée dans les répoasesdommages a I'ADN
(Andrysik, Bernstein et al. 2010; Lens, Voest efall0).

IV. Les protéines kinases type NIMA et Nek

NIMA (Never In Mitosis A) est une kinase mitotigessentielle qui a été décrite la
premiere fois chez des mutants thermosensiblespargillus nidulangOsmani, McGuire et
al. 1991). Ces mutants sont en arrét en phase @&2Inpérature restrictive alors que la
surexpression de NIMA accélére l'entrée en mitd@emani, Pu et al. 1988; Osmani,
McGuire et al. 1991) causant la rupture de I'enppt nucléaire, la condensation des
chromosomes et la formation prématurée du fuse&ntique. Le niveau de NEK2 est élevé

dans les tumeurs de cancers du sein, du col dadsitet du carcinome de la prostate. Chez
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I'humain, le genéNek?2 localisé sur le chromosome 1 en g32, est trouvgliaiéndans les
cancers du sein et de I'estomac (Hayward and FogR0

II'y a au moins 11 NRK ou NEK (NIMA-related kina9¢EK 1-11) identifiées chez
'Homme. NEK2 semble étre la protéine la plus hargake aux protéines NIMA d’aprés sa
structure et sa fonction et elle est bien carassérill existe 2 variants de NEK2 identifiés:
NEK2A et NEK2B NEK2B est une version courte de NBK2l lui manque en effet deux
parties, la « KEN box » et la « destruction bokouvées en C-terminal de la protéine NEKA
ce qui fait que, NEK2B est exprimée plus longtempps NEK2A en mitose.

L’expression de NEK2 augmente en transition G1/§oa pic d’expression est trouvé
durant les phases S et G2. Les deux variants si@ss@ux centrosomes tout au long de la
mitose, mais leurs signaux diminuent rapidementtias sont dégradées durant celle-ci.

Jusqu’a maintenant, le réle exact de NEK2 et sénamisme d’action dans le cycle
cellulaire ne sont pas encore connus, mais quelgistes sont proposées. Elle pourrait
participer a 'assemblage et a la maturation desrasomes, a la séparation des centrosomes
en s’associant a C-Napl et contribuerait la treorsiG2/M et a la progression en mitose
(Osmani, Pu et al. 1988; Osmani, McGuire et al.1199y, Mayor et al. 1998; Sonn, Khang
et al. 2004)
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CHAPITRE IlI: LES KINASES, PROTEINES CLES DE
L’AVANCEMENT DU CYCLE CELLULAIRE

[. Interconnexion entre les kinases mitotiques

La mitose est une phase critique et savamment strélee du cycle cellulaire. La
progression en mitose requiert la participatiorndenbreuses protéines kinases qui doivent
fonctionner harmonieusement. L’interconnexion ené® kinases mitotiques est présentée
dans le schéma ci-aprdsiqure 14, adapté de Molla, 2010). Ces protéines kinaseserenp
pour activer les points de contrle mitotiques\iosa

- Le point de contréle en G2 qui permet I'entrée etose, implique l'activation du
complexe Cdk1/Cycline B. L’activation de ce com@arquiert la phosphorylation de CDK1
par CAK et PLK ainsi que la déphosphorylation deKQDpar la famille des phosphatases
Cdc25. Suite a sa phosphorylation par Aurora Aoatmartenaire Bora, PLK1 est activée. La
phosphorylation de Cdc25C par PLK1 augmente |'#étide cette phosphatase. Aurora A
phosphoryle aussi Cdc25B et induit I'activation akdte phosphatase. Greatwall (MASTL
chez 'homme) participe a l'activation le comple@edkl/Cycline B par augmentation de
l'activité de Cdc25C. Cette kinase maintient alisstivité du complexe Cdk1/Cycline B
durant la mitose. Une fois activé, le complexe C@ktline B migre dans le noyau ou il
trouve la plupart de ses substrats. MELK (Matemralbryonic leucine zipper kinase) est
capable de phosphoryler Cdc25B sur la sérine 328oetinhibition accélere I'entrée en
mitose.

- Le point de contrdle du fuseau mitotique est séasiba tension des kinétochores. Ce
systeme permet la vérification de I'attachement desmosomes au fuseau et empéche que
la cellule entre en I'anaphase tant que tous lesnehsomes ne sont pas correctement orientés
et alignés sur la plague métaphase. Il est actitépar la présence des chromosomes non
attachés soit par I'absence de tension entre kihétes appareillés. Les kinétochores non-
attachés attirent les composants senseurs du gmiocbntréle comme BUB, MAD, CENP-E
et MPS1. Ces protéines fonctionnent comme des duatsurs de signaux causant
linhibition du complexe APCF®® PLK1 est nécessaire pour cibler MAD2 et BUBR1 aux
kinétochores et pour la stabilisation des inteossti microtubule-kinétochore créant la
tension. La phosphorylation de Boréaline par MP&jneente 'activité de la kinase Aurora B

qui est nécessaire pour la correction des erreatsadhement. La kinase NEK2 contribue
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aussi I'attachement correct des kinétochores awexotuibules par phosphorylation de HEC1,
une protéine kinétochorienne clé.

- Le point de contréle NoCUT est important pour mett la stabilité chromosomique.
En effet, une cytodiérese dérégulée peut causeruptiere chromosomique, probablement un
réarrangement des chromosomes et I'aneuploide. UNlo€st activé par la présence des
chromatides non ségrégés et d’ADN dans le sillodidision. Aurora B joue un réle crucial
dans ce point de contrdle car sa présence au ahnfteseau aide a détecter les chromosomes
non- ou mal- ségréges et activer le point de cttMoCUT. Ce point de contrdle est
désactivé quand toutes les chromatides sont ségcegeectement et les deux lots d’ADN
séparés. Ensuite, la cytodiérese peut avoir lieen@ddza, Norden et al. 2009).

J’ CAE gen WEEL
Cde25 * Cycline B MYT1

Inactive
I-) PP1

- APC/CCdc20

cDK1
@ Cycline B
Active

PAK
MCAK | MELK

Egs
TACC3 GWL

LATS? PP2A
NEDL-la
chTOGMAPIIS

Haspine

BUBI1

.+ Prométaphase

Correction des
attachements incorrects

MCAK Anaphase

HEC1
NDC30
Stathmine/Opl§

Métaphase

Figure 14 : La relation des principales protéines fitotiques et de leurs partenaires en

mitose

Les différentes phases de la mitose sont représemgar les images d'immunofluorescence. Aurora B es

visualisé en vert, la tubuline est en rouge @Nen bleu.

L'implication de chaque kinase clé aux différerpbases est visualisée par les fleches en coulwred pour

Aurora A, rouges pour Aurora B et violettes poulKRl vertes pour les autres kinases. La fonctionkilegses

est expliguée dans le texte ci-dessus. Pour askupmpgression mitotique, les cellules doiventadéser des

points de contrdle (PC):1) Le point en G2 contidteégrité génomique, 2) le point du fuseau (SAGhtrdle la

tension des kinétochores et finalement, 3) le pd@tcontrole NoCUT assure que la cytodiérese aaplete.

Ces trois points de contrdle indiqués en vert smts la dépendance des kinases Au(ddapté de Molla,

2010, Biol Mol Concepls
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[I. La réponse aux dommages a I’ADN

Le point de controle de G2 est aussi sous la dgpmeeddes voies de la réparation de
I’ADN via des protéines kinases.

La réponse aux dommages de I'’ADN représente uemsgstie signalisation régulant de
multiples voies incluant les points de contrble, reparation de I'ADN, la régulation
transcriptionelle et 'apoptose Quand des casssoatcausees par des agents de dommage a
'ADN, les points de contréle sont activés et blequl'entrée de la phase S (le point de
contréle G1-S), retardent la progression de la @t&agle point de contrdle de phase S) ou
préviennent I'entrée en mitose (le point de coetrde la phase G2-M). Ensuite, ces
événements dirigent les mécanismes de réparatromgoacription de genes spécifiques pour
la réparation. Si la réparation échoue, les poiés contréle provoquent I'apoptose
indépendamment ou dépendamment de p53. Finalehesrpoints de contrble représentent
les chefs d’orchestre centraux du réseau de rép@usedommages de '’ADN.

1. Lavoie ATM/ATR-CHK1/CHK2

a. Les transducteurs ATR (Ataxia Telangiectasia et RADrelated) et ATM (Ataxia
Telangiectasia Mutated)

La premiére étape de I'activation du point de dietdes dommages de 'ADN est la
reconnaissance de I'’ADN endommagé. Les complexeN MIRRE11-RAD50-NBS1) et
ATRIP (ATR Interacting Protein) recrutent ATM et RT aux cassures de I'ADN,
respectivement, ou ils sont initialement activés phosphorylation d’'H2AX sur la sérine 139
dépendante d’ATM est un des signes les plus précdes dommages de I'ADN et est
nécessaire pour une réparation efficace. Les fogergH2AX sont observés seulement
guelques minutes apres exposition aux radiationsaates (RI) et la phosphorylation est
maximum apres 30 minutes(Celeste, Fernandez-Clapstihl. 2003; Pilch, Sedelnikova et al.

2003).yH2AX est donc considéré comme un marqueur de dormmadADN (Figure 15).

Figure 15 : Schéma
représentant la voie
Réparatons ATM/ATR-CHK2/CHK1 dans
S la réponse aux dommages de

, I’ADN.
il L'’ADN endommagé induit le

\/ recrutement des kinases tranductrices
@ ‘ ATM et ATR aux sites de cassure ou
‘ elles sont activées. Aprés activation,
/ \/ ces kinases phosphorylent leurs
S— \Protéolyse 0 Acycine ae substrats CHK1 et CHK2 et induisent
l'arrét du cycle cellulaire en G1, phase

Arrét en G2/M Arrét en phase S Arrét en phase G1 S ou G2-M
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Chez les mammiféres, ATR et ATM sont des acteurscipaux du point de controle
des dommages de I'’ADN. Tandis que la voie ATR répardiverses |ésions de I’ADN et au
stress de la réplication, la voie ATM répond ess#atnent aux dommages double-brin de
'ADN (Bartek and Lukas 2007). Néanmoins, des hrdations existent entre ces voies
puisque certaines lésions peuvent les activer $olge deux. Par exemple, les radiations
ionisantes induisent des dommages double-brin ABN, la voie ATM est activée en
premier de facon transitoire puis la voie ATR estivée secondairement d’'une maniére
soutenue (Jazayeri, Falck et al. 2006).

Une fois activée, ATM et ATR phosphorylent une ntutte de protéines, et initient une
cascade induisant I'arrét du cycle cellulaire eflitant la réparation de I'ADN. Les deux
cibles les plus étudiées d’ATR/ATM sont des kinagespoint de contréle (CHK1, CHK?2)
qui avec ATM et ATR, agissent pour réduire I'adtvdes CDK par difféerents mécanismes,
dont certains sont dus a l'activation du facteanscriptionel p53. Les cellules ayant une
protéine p53 fonctionnelle s’arrétent principalemen phase G1 tandis que les cellules
déficientes en p53 (plus de 50% des tumeurs huslaiehouent a s’'arréter en G1 mais
s’arréteront éventuellement en phase S ou G2 (Gioddvianfredi 2006).

b. La kinase du point de contréle 1 (CHK1)

L'activation de CHK1

CHKZ1 est activée par divers stimuli via ATM et AT général, I'activation de CHK1
est majoritairement initiée par des cassures shiojtede I'’ADN.

ATR phosphoryle CHK1 sur les sérines 317 et 34%aamant ainsi directement son
activation. L'activation de CHK1 par ATR a besoinsai du complexe 9-1-1 (Rad9-Rad1-
Husl). La Claspine se lie directement a CHK1 etarge sa stabilité. La phosphorylation de
la Claspine induit le recrutement et la phosphdigtade BRCA1L, suivi par I'adressage de
CHK1 vers ATR. La Topoisomérase Binding Protéing(TbpBP1) active directement
ATR/ATRIP et induit la phosphorylation de CHK1 pafR.

Actuellement, il existe deux modéles d’activatien @HKL1 : 1) les phosphorylations
sur les résidus en C-terminal bloquent des intemagt intramoléculaires et 2) la
phosphorylation des sérines 317 et 345 entraitiedeation de CHK1 de la chromatine, sous
forme inactive, et son accumulation au centrosomnel @révient I'activation de CDK1 et
'entrée en mitose.

Les substrats de CHK1

Les substrats principaux de CHK1 sont Cdc25A, CAc33b3, WEEL, p73 alpha et

TLK1 (Tousled liked kinase 1).
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Les roles de CHK1 dans les points de contrble dleasellulaire Figure 16)

Dommage Simple Brin
Stress de réplication

Figure 16 : L'activité de la
kinase CHK1 dans la réponse
au dommage de I'ADN
CHK1 est phosphorylée et activée par
ATR/ATM apres des cassures de I'ADN.
CHK1 activé phosphoryle ses substrats
comme  Cdc25A, Cdc25C, p53,
entrainant  l'arrét  cellulaire. CHK1

‘ d ‘ ‘ phosphoryle aussi Cdc7 et TLKs qui sont
v . A" \

cuast

Z impliqués dans linitiation de la
a— réplication et l'assemblage de Ia
on G2t e G| e ttcntinl | o chromatine.

* Le point de controle de la phase G1-3.e complexe de CDK2-Cycline E/A est
inactivé via sa déphosphorylation rapide et rébéspar I'action Cdc25A, ou par une
induction de p21 lente et soutenue par p53. Cagedarrét en G1 et prévient I'entrée en
phase S aprés des dommages a ’ADN (de Bruin atigihiderg 2009).

* Le point de contrbéle de la phase:3 'activation de CHK1 par ATR joue un role
dominant dans la réponse aux stress réplicatifKICphosphoryle directement les kinases
essentielles de la phase S, Cdc7 et TLK1. La phoglation/activation de Cdc7 est
nécessaire pour linitiation de la réplication dAON (Liu, Barkley et al. 2006). La
phosphorylation de TLK1 par CHK1 cause I'inhibitida TLK1, son activation est nécessaire
pour I'assemblage de la chromatine. En outre,iffatbn de CHK1 perturbe I'élongation et
tout particulierement celle des ARNm des genessibke p53 quand la réplication de 'ADN
est bloquée (Beckerman, Donner et al. 2009).

* Le point de contréle de la phase G2-MCHK1 est une kinase essentielle pour cette
étape. Elle phosphoryle Cdc25A sur ses sérines YB4eet Cdc25C sur la sérine 216, causant
l'ubiquitination et la dégradation de Cdc25A ou seéquestration de Cdc25C dans le
cytoplasme par liaison avec les protéines 14-380R et RAD25). CHK1 phosphoryle et
stabilise aussi WEEL, kinase essentielle pourréenén mitose (Kuntz and O'Connell 2009).

c. La kinase du point de contréle 2 (CHK2)
La structure de CHK2
La protéine CHK2 comprend trois domaines fonctidgmagstincts : un domaine cluster
SQ/TQ (SCD, résidus 19-69), un domaine FHA (Forkh&asociated domain, résidus 112-
175) et un domaine sérine/thréonine (résidus 220-d3&ocher and Jackson 2002).
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L’activation de CHK2

L’activation de CHK2 est induite par les dommaged’dDN, principalement par des
facteurs qui produisent des cassures double-bna BADN comme les radiations ionisantes
ou les agents chimiothérapeutiques.

Dans les cellules non perturbées, CHK2 existe $muse monomeérique. Suite a des
dommages de I'ADN, CHK2 est phosphorylée sur saathine 68 par ATM. Ensuite, elle
subit une dimérisation par laquelle une région camant la thréonine 68 phosphorylée d’'une
molécule CHK2 se lie avec le domaine FHA de la daae molécule (Ahn and Prives 2002;
Xu, Tsvetkov et al. 2002). La dimérisation est @iipar de multiples événements de
phosphorylation intermoléculaire sur des thréoniB88 et 387 dans une boucle auto-
inhibitrice, entrainant l'activation de la fonctidinase de CHK2 (Ahn, Urist et al. 2004;
Antoni, Sodha et al. 2007). L’autophosphorylati@nla sérine 516 dans le domaine kinase est
nécessaire pour une activation complete. La mutate ce résidu prévient la sensibilisation
aux radiations par CHK2, suggérant le réle foneteinde I'autophosphorylation (Wu and
Chen 2003).

La phosphorylation de thréonine 68 semble étre wén@ment déclencheur de la
dimérisation et de l'activation car son maintieest’pas nécessaire pour une activité kinase
soutenue (Ahn and Prives 200E)qure 17).

Double Strand Breaks
(DSBs)

Figure 17: Le schéma
représente l'activation de

CHK2
Suite a des dommages double-
brin de [I'ADN, CHK2 est
phosphorylée sur la thréonine 68
par ATM. Ensuite, elle se

@ Thié8 dimérise et s’autophosphoryle sur
des sérines différentes dont la

sérine 516 pour une activation
1 l —— compléte. Une fois activée,
mmerisation cHK2 phosphoryle ses substrats
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G1 Cell Cyde Arrest qui activent le point de controle

G2 Checkpoint Activation : en G2 ou l'arrét cellulaire en G1
Ser516 (&

Autophosphorylation and activation

Les substrats de CHK2
CHK2 activée peut phosphoryler plusieurs substhkis incluant Cdc25C, Cdc25A, p53,

BRCA1, PML (« promyleocytic leukemia protein »), ERF-1, qui sont nécessaires pour
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induire l'arrét du cycle cellulaire, la réparatide 'ADN et I'apoptose (Bartek and Lukas
2003; Ahn, Urist et al. 2004; Antoni, Sodha et &l02).

Les roles de CHK2 dans les points de contréle dieagellulaire

De maniére similaire a CHK1, CHK2 peut phosphor@ec25C sur sa sérine 216 causant
I'arrét de transition de G2 a la phase M. Elle piasyle Cdc25A sur ses sérines 123, 178 et
292 ce qui induit la liaison de Cdc25A au complessquitine-ligase SCF ™" et cause
ensuite sa dégradation par le protéasome, préveaetntation de CDK2 en transition G1-S.

P53 est une autre cible clé de CHK2 dans la répanselommages de I'ADN. La kinase
CHK2 phosphoryle p53 sur la sérine 20 et ceci peetd’interaction entre p53 et MDM2
provoguant la stabilisation et 'accumulation d8mans les cellules endommagées (Chehab,
Malikzay et al. 2000; Shieh, Ahn et al. 2000). Gag&nements entrainent I'activation
transcriptionelle de p21 qui a son tour, se liecamplexe CDK2-Cycline E, déclenchant
I'arrét cellulaire en transition G1-S. CHK2 est dampliguée dans la régulation directe de
p53 et il est suggéré qu’elle provoque l'arrétudaire et 'apoptose dépendants de p53 suite a
des dommages géenotoxiques (Jack, Woo et al. 2D@2plus, CHK2 peut soutenir I'apoptose
indépendante de p53 par phosphorylation du fadtanscriptionel E2F-1 sur sa sérine 364
(Stevens, Smith et al. 2003).

Parallélement a la voie ATR/ATM-CHK1/CHK2, la fdteides MAPK (Mitotic Activated
Protein Kinase) est devenue de plus en plus imptertdans le point de contréle du cycle

cellulaire en réponse aux dommages de I'ADN (Wuggal. 2006).

2. La voie MAPK

La voie MAPK est activée apres divers stimuli wialire et régule de nombreux processus
physiologiques, en particulier la division cellugi Les MAP kinases répondant aux
dommages a '’ADN sont divisées en trois sous greupe38s, JNK et ERKs (Extracellular
signal Regulated Kinasedjigure 18).

a. La voie MAPK p38
MAPK p38 peut réguler a la fois les deux pointsatdatréle G1-S et G2-M du cycle
cellulaire en réponse aux stress genotoxiques. AENble activer indirectement p38 par
phosphorylation de la kinase Tao (Thousand And Omesk) (Raman, Earnest et al. 2007).
L'activation de p38 induit du point de contrdle @4-S en réponse au stress osmotique,

aux especes reactives de l'oxygene et a la sénescefialaire. MAPK p38 active p53
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entrainant I'accumulation de p21 qui inactive CO¥ur établir le point de contréle G1-S
(Kim, Mercer et al. 2002). La phosphorylation dec@8A par p38 induit la dégradation de
cette phosphatase contribuant a l'arrét en G1-So(@woila, Yamaguchi et al. 2003). MAPK
p38 régule aussi ce point de contrble par phosjdiary et stabilisation de HBP1 (HGM-Box
protein 1), la phosphorylation directe de la CyeliDl ou la sur-expression des genes
p19ARFetpl6INK4a.

Les dommages double-brin induits par les UV etalgsnts chimiothérapeutiques activent
la voie p38 et causent l'arrét en G2-M par phospaton directe de Cdc25B ou indirecte par
'activation de MK2 (MAPK Associated Protein 2) Hadrnton and Rincon 2009). Chez
I'hnomme, la phosphorylation de p53 sur les sériitest 392 par p38 entraine la dissociation
de p53 et de MDM2 et induit 'accumulation de pbBie augmentation de la stabilité de p53
est induite par l'association de p38 avec les preseGADD4% (Growth arrest and DNA
damage inducible 45 et entrainent la transcription des genes cibéep®B (Gadd4m, p21,
14-3-3. Ces protéines néosynthétisées activent directeime indirectement le complexe
CDK1-Cycline B.

Senseurs des
dommages de I’ADN = ATM/ATR

inacﬁveld?radee p19 53 l p53-P |nact|ve l\53 P inactive
CZ' A-P Eactwe- active 5C P ﬁaclive- actnve\ cdc25B-P
= I

53Mdm2 MAPKAP2
Cdc25A  |demis /me Cdc:25C 5'31""‘;* Cdc25B
active 1 p21WAF1 HBP1-P active Gagd45 active
PPPP P l /p PPP
1 1 1 1 1 1 1
Ccdk2 — Ccdk2 Ccdk4 Ccdk1 (Cch) Ccdk1 (Cdc2)
Cyclin E Cyclin E Cyclin D Cyclin B Cyclin B
inactive active active T inactive
\ / Wee /
Rb-P = Rb Myt1
inactive active

Figure 18 : Le schéma illustre le systéme de régtian des points de contrble G1-S et
G2-M par la voie MAPK (Poehlmann and Roessner 2010).
b. La voie JNK (c-Jun NH-terminal Kinases)
Le role de JNK dans le contréle du cycle cell@asst limité aux tissus matures. Cette
voie est activée suite aux stress environnementelsx mitogenes, cytokines, des agents
endommageant I'ADN et aux stress cellulaires. J#vé& phosphoryle p53 sur la thréonine

81 et participe a l'action de p5Fi¢ure 19). Cette phosphorylation cause l'arrét en G1-S

49



(Buschmann, Potapova et al. 2001). Récemment, @&#ziet al ont montré que JNK joue un
réle central dans le contréle du cycle cellulairemp la fois une transition correcte de G2-M
en conditions physiologiques et un arrét cellulare G2-M suite a 'endommagement de
I'ADN. JNK régule I'activité de Cdc25C par la phbepylation de sa sérine 168 (Gutierrez,
Tsuji et al. 2010). JNK induit aussi I'arrét en @2par l'induction de I'expression de pZi*

apres le stress oxydatif (Kardassis, Papakostia B929; Seomun, Kim et al. 2005)

inflammatoires
/ l Stress oxydant
B MEKK1/4 B Stress cellulaire
\ 1l / Radiation gamma

Figure 19 : Simplification de la voie JNK en
réponse aux stress cellulaires
@ La voie JNK est activée par des signaux inflammeasoet
Ve N des stress cellulaires. Une fois activé par desacis de
553 MAPK, JNK phosphoryle ses substrats dans le noyau
comme cJun, p53 en réponse aux stress. (TNF, tumor

necrosis factor; GCK, germinal central kinase ; K&
MEK kinase: MKK. MAP kinase kinas

c. La voie de MAPK/ERK (Extracellular signal reguled kinase)

Le role d’ERK1/2 est bien étudié dans la régutaties progressions de la transition G1-S
et de la phase S. L'activation d’ERK1/2 faciliteXpression soutenue de P2 entrainant
'arrét en G1 (Ciccarelli, Marampon et al. 2005 plus, ERK3 centromérique joue un role
dans le point de controle de I'assemblage du fugkallio, McCleland et al. 2002; Chung
and Chen 2003). ERK régule Cdc25C via sa phospditogl durant la transition G2-M dans

les cellules mitotiques et méiotiques (Wang, Hale2007).

[ll. L'interconnexion entre les kinases mitotiqueset les kinases des points

de contréle de dommage a I’ADN.

Le point de contréle de dommages a 'ADN en G2 eshpé@’entrée en mitose suite a
'endommagement de 'ADN. Bien que les kinases pesits de contrble ne soient pas
impliquées directement dans la mitose, elles sapalsles d’influencer le systeme
mitotique Figure 20):

D’aprés Peddibhotla et Rosen, I'abrogation de CHEis les cellules de mammiféres

en mitose entraine l'augmentation des chromosoma®mants ou l'inhibition de leur
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disjonction et par suite la régression de la cytie et la binucléation. Ces auteurs indiquent
gu’Aurora B est incorrectement localisée le longldeplague métaphasique et du corps
intermédiaire lors de la cytodiérése en absencetidi® CHK1. Des études précédentes ont
aussi montré que CHK1 est nécessaire pour la néguldu contréle du fuseau par Aurora B
et BUBR1 ; protégeant aussi la cellule contre uggrégation incorrecte et spontanée des
chromosomes durant la division cellulaire (ZachBkck et al. 2007). Dans les cellules
déficientes en CHK1, la localisation aberrante dR®@QRA B dans le corps intermédiaire
piege la chromatine non résolue au sillon du chvalyrant la cytodiérese et induit la
binucléation. Aurora B est considérée comme unde cibitotigue de CHK1. CHK1
phosphoryle Aurora B et augmente son activité antromére par un mécanisme restant
encore a déterminer (Zachos, Black et al. 2007%. r€sultats montrent que CHK1 n’est pas
seulement nécessaire pour la fonction du pointothr@le mais est aussi essentielle, pour la
cytodiérese (Peddibhotla, Lam et al. 2009; Peddialtzsmd Rosen 2009).

Katayama et al ont montré gu’Aurora A interagipebsphoryle p53 sur la sérine 315,
facilitant 'ubiquitination par MDM2 et la déstalsisition de p53. La surexpression d’Aurora
A, causant la perte de la fonction de p53, confareésistance aux agents induisant des
dommages de ’'ADN (comme le cisplatine) (KatayaBesai et al. 2004).

La protéine BRCAL est une cible directe de la kin@slK2 et est phosphorylée sur sa
sérine 988 non seulement aprés les dommages deNI'&Ris aussi durant la mitose en
absence de dommage. Cette phosphorylation mitotigu8RCA1 explique le rdle mitotique
de CHK2. En fait, la perte dRCA1lou la déficience de sa phosphorylation par CHKisea
un assemblage incorrect du fuseau mitotique etitifithstabilité génétique dans les cellules
somatiques humaines (Stolz, Ertych et al. 2010).

Plusieurs études indiquent que PLK3 est un médiatgoortant dans la réponse aux
dommages de I'ADN. L’activité de PLK3 est induiteh €as de stress oxydatif et de
dommages de I’ADN induits par des drogues mimastaeliations ionisantes. Son activation
est dépendante d’ATM. PLKS interagit avec p53 ephasphoryle sur sa sérine R0vitro.
Cette interaction est augmentée en réponse a I'abddmmagé (Xie, Wu et al. 2001). PLK3
interagit aussi physiqguement avec CHK2. Elle phosgh CHK2 sur un résidu différent de
la thréonine 68 et contribue peut-étre a I'actvattompléte de CHK2 (Bahassi el, Conn et al.
2002; Myer, Bahassi el et al. 2005) en complémentadtivation d’ATM.

Dans les cellules de mammiféres, Van Vugt et al monhtré que PLK1 modifiait
directement CHK2 (van Vugt, Gardino et al. 2010). ieponse aux dommages de I’ADN,

CHK2 co-localise et interagit avec PLK1 sur lestoesomes et le corps intermédiaire dans
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les cellules humaines (Tsvetkov, Xu et al. 200&ciGuggéere que CHK2 couple les fonctions
centrosomiques et d’assemblage du fuseau de la&kiPbK1. Lee et al ont montré que PLK1

est aussi déphosphorylée par la voie ATM/CHK1 (lkéwang et al. 2010).

Prophase ; Télophase
—> Prométaphase Jer Sl Métaphase —_— Anaphase —_— e S

ATM BRCAI1l Aurora B Aurora B
ATR CHEK2 PLK1 PLK1

CHK1 Aurora B CHEK1 CHK]1

CHEK?2 Aurora A BUE1 CHEK?2

NEKI11 BUBRI1
PLK1
PLEK3
Aurora A

Figure 20 : Interconnexion des protéines kinases motiques et des kinases des points de
contréle des dommages a ’ADN

Le cycle cellulaire et en particulier la mitose, tsstnictement régulés par ces nombreuses
protéines kinases. Les kinases mitotiques ainsilgsikinases des points de contréle qui
surveillent I'état de I'ADN jouent un réle clé ebapérent dans chaque phase du cycle
cellulaire pour une division parfaite. Ces kinasest donc des cibles intéressantes pour les

thérapies anticancéreuses. L'intérét des inhilsteles kinases mitotiques et des kinases des

points de contrdle sont détaillés dans le chapiireant.
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CHAPITRE 1V: THERAPIES ANTICANCEREUSES
ET INHIBITEURS DE KINASES MITOTIQUES

|. Cancer et chimiothérapie anti-mitotique

Le cancer est un probléeme majeur de santé publides. cancers les plus
frequemment diagnostiqués dans le monde sont cepowmon (12,7%), du sein (10,9%) et
le cancer colorectal (9,7%). Les décés les plugurBts sont provoqués par le cancer du
poumon (18,2%), de l'estomac (9,7%) et le cancefod (9,2%). Les cancers du col de
l'utérus et du foie sont beaucoup plus fréequents ts régions en développement, tandis que
ceux de la prostate et du cbélon-rectum ont unedémge plus grande dans les régions
développées. D'aprés les données et statistigud®Odgnisation Mondiale de la Santé
(OMS), le nombre de nouveaux cas diagnostiquésdeettb millions en 2020 a comparer a
10 millions de cas en 2000.

La chimiothérapie systématique forme le principaitément anticancéreux ; les
agents traditionnels incluant des toxines des ribides comme le taxol, les dérivés des
taxanes et les alkaloida&nca ont une efficacité prouvée en clinique et sontjdegmment
utilisés dans des traitements de divers types deecaCes drogues se lient aux microtubules
et inhibent la fonction du point de contréle dudas mitotique, arrétent le cycle cellulaire en
mitose et induisent I'apoptose (Jordan and Wils@042 Pasquier, Honore et al. 2006).
Néanmoins, ces composés n'agissent pas seulenmel@sscellules tumorales proliférantes,
mais aussi sur les cellules ne se divisant pas @res neurones dans lesquels les
microtubules sont essentiels. Par conséquent, dgelftes drogues qui épargneraient les
microtubules mais inhiberaient la progression de nidose seraient particulierement
intéressantes pour le développement de nouveaugas®s antimitotiques.

Les événements importants du cycle cellulaire santement régulés par les kinases
et la surexpression ou I'absence de ces kinasesdsmnits dans de nombreux types de
cancers d'ou, leur intérét dans les thérapies amtiéreusesHgure 21). Récemment,
plusieurs nouveaux inhibiteurs ciblant les kina&asora et PLK ou les kinésines mitotiques
ont été développés et testés en clinique (JianggWwaal. 2006; Jackson, Patrick et al. 2007).
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Figure 21: La régulation du cycle cellulaire par s protéines kinases et leur intérét dans

les thérapies anticancéreuses

Les kinases CDKs (Cycline-dependent kinase) erdrdiles cellules a sortir de la quiescence (Gauedela
du point de restriction, les engagent vers la ttimmsde phase S. Les kinases du point de contté&edommages
de I'ADN (CHKs, ATR, ATM ...) agissent comme des @oies senseurs qui peuvent induire I'arrét du cycle
cellulaire en phase G1 et G1-S en réponse auxn@sitADN. CDK1, CDK2, PLK1 et Aurora A sont
impliquées dans la régulation du cycle du centrasdaandis que les kinases Aurora B, BUBs, MPSligipent
au controle de l'assemblage du fuseau assurenédeégation correcte d’ADN durant la mitose (M). Les
différentes kinases peuvent agir sur plusieursestaly cycle cellulaire et moduler les activitéuttas kinases
liées au cycle. Les cancers associés a l'altérdiokinases spécifiques sont indiqués en bleu.
(ATM, ataxia telangiectasia mutated ; ATR, ataétamgiectasia et RAD3 related protein; BUB1, “bunddi
uninhibited by benzimidazoles 1”; BUB1B, BUB1 homglie beta (BUBR1); MPS1, monopolar spindle 1;
MVA, mosaic variegated aneuploidy; PCSS, prematim®matide separation syndrome; RB, RetinoBlastome
protein family members (Lapenna and Giordano 2009).

[l. Les inhibiteurs de CDK

Les sous-unités catalytiques des complexes CDKu@ydont rarement mutées dans
les cellules cancéreuses. Les CDK sont souventtigas dans les cancers humains en
raison de divers événements génétiques et épigéaerétui affectent leurs voies régulatrices.
L'effet global est la perte d’intégrité des poimts contréle entrainant une prolifération
incontrélée (Malumbres and Barbacid 2009).

Il y a eu une recherche intensive de petites nutdscciblant les CDKs pendant deux
décennies mais aucune n'a été approuvée pour ub@gepeutigue. Les composés de
premiere génération incluant les inhibiteurs parkCidmme le flavopiridol, I'olomoucine

n'ont pas satisfait les espoirs nés des étudesimpgees. Ceci pourrait refléter un échec de
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l'identification des cibles principales ou secomdai des inhibiteurs et/ou un échec de
I'optimisation du baréme de dose et de la pharmnaétique de ces composés.

La nouvelle génération des inhibiteurs compétitles 'ATP des CDKs sont en cours
d’essais cliniquesT@bleau 4). La flavone synthétique P276-00 appartient a é&me classe
de molécules que le flavopiridol mais posséde uélecsvité dinhibition des CDKs
supérieure, particulierement pour les CDK4-CyclineCDK1-Cycline B et CDK9-Cycline
T1 et une activité antiproliférative 2-3 fois pliaste dans les cellules tumorales humaines. Ce
composeé réduit les niveaux de Cycline D1, un efteétpourrait dépendre de I'inhibition de
I'activité transcriptionnelle de CDK9 (Joshi, Ratheisal. 2007; Joshi, Rathos et al. 2007).
Actuellement, P276-00 est en essai clinique deghéspour traiter les myélomes multiples,
les lymphomes et les mélanomes caractérisés pardapression de la Cycline D.

Tableau 4 : Les inhibiteurs de CDK1/CDC2 en essaisiques

Inhibiteurs (source) IC50 in vitro Information d’esais cliniques
. CDK9 : IC50 = 4 nM . i A
SNS-O32(SunenS|s) CDK?7 : IC50 = 38 nM Ph,a}se I ng%e[gu tse'”l?‘v"?‘tn,ce’
CDK2 - 1650 = 62 nM mélanome, LC et malignités
GSK-31 : IC50 = 46 nM hématopoietiques
CDK9 : IC50 < 10 nM CDK5 : IC50 =
AT-7519 é%r}‘('\z" G50 = 47 M Phase I/ll : les tumeurs solides avancées et
(Astex) CDK4 : IC50 = 100 lymphomes
GSK-3 : IC50 = 89 nM
R-547 Phase | : les tumeurs solides avancées| et
(Hoffman-LaRoche) | CDKi,2,4:Ki=1-3nM myélomes multiples réfractaires et/ou
rechute
P276-00 ggr}‘('a: TR Phase I/1l : néoplasme, myélomes multiples
i CDK1 : IC50 = 79 nM : iy .
(Nocholas Piromal) CDK?2 : IC50 = 4 nnM en rechute et/ou réfractaires
CDK7 : IC50 = 85 nM
ZK-304709 CDKG - 1050 = - 1C50 = Phase | : les tumeurs réfractaires et/ou en
(Bayer Schering Pharma EBKQ :1C50 = 5 nM CDK4 : IC50 = 61 : meurs 1 S
AG) CDK1 : IC50 = 50 nM
Phase /11 : leucémie, myélome multiple
Flavopiridol CDK9 :IC50 =_3 nM lymphome, sarcome, etles tumeyrs sollcles
Sanofi-Aventis) CDK4 : IC50 = 20-40 M en monothérapie et en combinaison avec
(Sa CDKG : IC50 = 60 nM des agents des dommages de I'’ADN ou |es
autres drogues cytotoxique.
| Ro_scovitine gg% :ggg z 238 m Phase | : Iecsat#ér;?lérl']s ss(;)ilr|1des avancées,
CDK5 : IC50 = 270 nM . L
(Seliciclib ou CYC202) CDK7 : IC50 = 800 QM Phase Il : carcinome pulmonaire a non
(Cyclacel) CDK9 : IC50 = 230 M petites cellules

(Ignacio Pérez de Castro 2008)
Le role des CDKs dans le point de controle induit pADN endommagé et la
réparation suggére que les inhibiteurs de ces mige@meéliorent la réponse aux dommages

a I'ADN. Ce meécanisme contribue probablement adgtefsynergiques observés lors de
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combinaison du cisplatine et de RO-3306, un inbibitde CDK1 (Johnson, Cai et al. 2009;
Kojima, Shimanuki et al. 2009). RO-3306 perturbefdaction de BRCAL1 sans arréter
complétement le cycle cellulaire dérégulé des tdldumorales. Il bloque l'activation du
point de contrdle en phase S et ainsi la réparatefADN. Le cycle cellulaire n’est pas
arrété puisque CDK2 peut compenser la perte en CIDk1lmaniere trés intéressante, cette
compensation ne semble pas se produire dans ledesehon transformées qui s'arrétent
completement en G2 aprés linhibition sélective @®K1. Ainsi, la sensibilisation
cytotoxigue induite par le cisplatine devient seélecpour les cellules transformées.

Un autre inhibiteur des CDKs, la silibinine, montnee capacité de sensibilisation des
cellules prostatiques a I'inhibition de croissarr@uite par le cisplatine, le carboplatine, la
doxorubicine et la mitoxantrone, causant l'arrétcgtale et/ou la mort par apoptose (Tyadgi,
Singh et al. 2002; Dhanalakshmi, Agarwal et al.2@aig, Su et al. 2007). L'usage combiné
de la silibinin avec les platines et la doxorubicinduit des inhibitions synergiques de la
croissance cellulaire et I'apoptose dans des eslligsues de cancer du sein (Tyagi, Agarwal
et al. 2004). La combinaison de silibinin augmehdficacité et réduit la toxicité de
doxorubicine dans un modéle de xénogreffe de ealldancéreuses pulmonaires (Singh,
Mallikarjuna et al. 2004).

En résumé, ces études suggerent que la combindéesomhibiteurs des CDKs avec
des agents chimiothérapeutiques pourrait diminaetoxicité et augmenter I'efficacité des

drogues et ainsi réduire les possibilités de dépaomnt de résistance.
lll. Les inhibiteurs de PLK1

La surexpression de PLK réprime la prolifératiofiutaire (Jang, Lin et al. 2002)..
PLK1 est surexprimée dans de nombreux cancers idu(\&®lf, Hildenbrand et al. 2000),
colorectaux (Takahashi, Sano et al. 2003), carcengmlmonaires non a petites cellules
(Wolf, Elez et al. 1997), pancréatiques (Gray, Bsagt al. 2004), de la peau (Kneisel,
Strebhardt et al. 2002), de I'estomac et de I'cegppliTokumitsu, Mori et al. 1999) et cette
surexpression est quasiment toujours associéengaumais pronostic (Strebhardt and Ullrich
2006). Sa surexpression est étroitement corréléee & développement de l'instabilité
chromosomique et I'aneuploidie observée dans leplagies (Eckerdt, Yuan et al. 2005).
Néanmoins, la preuve de l'implication de la mutatie PLK1 dans les tumeurs humaines ou
dans les lignées cellulaires n'est pas encorectegaincante. Une seule mutation cause la
déstabilisation de PLK1 (Simizu and Osada 2000yuwesuggere que la contribution de la
surexpression de PLK1 a la tumorigénése est mirlim@reuve irréfutable du role des autres
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PLK dans I'expansion tumorale est encore attench@me si elle est suggérée par certaines
études qui rapportent la surexpression de PLK4 aoancer colorectal (Macmillan, Hudson
et al. 2001).

Tous les PLKs sont susceptibles de fonctionner cerdes suppresseurs tumoraux.
PLK2 est fréequemment méthylée et son expression étamteours de la néoplasie des
cellules B (Syed, Smith et al. 2006) ; I'expressaPLK3 est réduite dans divers cancers
humains (Li, Ouyang et al. 1996; Dai, Li et al. 2P0

PLK1 est proposée comme cible thérapeutique pelentvu son association forte
avec la prolifération cellulaire et son expressiéavée dans diverses tumeurs. Elle est
souvent associée avec un mauvais pronostic viekai] Hamanaka et al. 2005). PLK1 induit
larrét prolongé en mitose et le début de l'apoptok’inhibition de PLK1 peut avoir
potentiellement le méme effet que les toxines éegycontre les microtubules en causant
larrét mitotique, sans perturber la dynamique desrotubules dans les cellules non
proliférantes. Ainsi il serait possible de contarries effets secondaires apparaissant apres
perturbation de la tubuline dans les cellules namcéreuses. En effet, les cellules normales
semblent étre moins sensibles a I'inhibition de Pdie les cellules transformées (Guan,
Tapang et al. 2005; Liu, Lei et al. 2006).

Les inhibiteurs de PLK1 provoquent un phénotypeqiyp appelé ‘I'arrét Polo’ : les
cellules s'arrétent en mitose avec leur fuseau nwawmp ou désorganisé et la plupart
finissent par mourir (phénomene de mort cellulaméeotique) (Steegmaier, Hoffmann et al.
2007). De nombreux composés ont été potentiellendentifiés comme bloquant I'activité
de PLK et ce, de maniere compétitive de 'ATP.

Bl 2536, un dérivé de la dihydropterdinone, dévpépar Boehringer Ingelheim —
Allemagne, est le premier composé de la classefyp® des inhibiteurs de PLK1. C’est un
inhibiteur de PLK1 compétitif de 'ATP qui inhib&cttivité de 'enzyme avec un IC50 de 0,8
nM et possede une sélectivité plus de 10 000 fperseure pour PLK comparativement a un
large « panel » d'autres tyrosine and sérine/timéorkinases. |l cause l'arrét en
prométaphase, des anormalités mitotiques et I'aigeptians plus de vingt lignées cellulaires
cancéreuses testées (Lenart, Petronczki et al.; Z¥@égmaier, Hoffmann et al. 2007). Des
fuseaux monopolaires sont obtenus dans les celttdgges avec une forte concentration.
Remarquablement, Bl 2356 a une efficacité éléenéévo a dose maximale tolérée et cause la
régression tumorale dans plusieurs modeles de xéffies) (Steegmaier, Hoffmann et al.
2007). Ce compose, en monothérapie, est en coévaldation dans trois essais cliniques en

phase Il chez les patients atteints de NSCLC, deera pancréatiques avancés et de cancers
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de la prostate réfractaires aux hormones (HRPQ)niBhschein, Khuri et al. 2008; Mross,
Frost et al. 2008; Pandha 2008). Les bénéficemjals obtenus donnent de bonnes raisons de
développer ce composé a l'avenir.

Plusieurs inhibiteurs de PLK sont actuellementétestans différents essais cliniques

et sont présentés dansTllableau 5suivant.

Tableau 5: Les inhibiteurs de PLK1 en essais cliniges

Composé (source) IC50 in vitro (PLK1) Applicatiom @ssais cliniques
ONO01910.Na(benzylstyryl Phasg | en cou,rls de recrultgrlnent
sulphone) 910 nM Leucemlec, nggzgmes(;mu tiples
Onconova Therapeutics, —un Svnd (NCT . 1510) .
Inc yndromes myélodysplasiques
' (NCT00533416)
Phase | complétée
0,
,G.S,K461.364 1C50 < Efo nM darjs > 83% dep Tumeurs solides avancées, Lymphome Nop-
(dérivé de thiophene) 120 lignées cancéreuses testées Hodgkinien
GlaxoSmithKline Ki= 2,2 nM (NCT00536835)
Phase Il complétée
Leucémie myéloide aigue (NCT00701766
Carcinomes non a petites cellules
Bl 2536 (NCT00376623)
(dérivé de Cancer pancréatique avancé incurable
dihydropteridinone) 0,83 nM (NCT00710710)
Boehringer Ingelheim Carcinome a petites cellules (NCT0041288D)
Pharmaceuticals Cancer prostatique (NCT00706498)
Phase | en cours de recrutement pour
Lymphome Non-Hodgkinnien avancé en
rechute ou réfractaire
Ejlér?jézzd?e Phase | complétée pour les tumeurs solides
dihydropteridinone) 0,87 nM (NCT01145885)

Recrutement pour phase Il pour le cancer de

Boehringer Ingelheim lovaire (NCT01121406

Pharmaceuticals

Adapté de (Strebhardt 2010)

La sous-régulation de la kinase PLK augmente |aiB#isation des cellules du cancer
du sein au paclitaxel L'inhibiteur de PLK, ONO19aféliore I'effet de plusieurs agents
chimiothérapeutiques et des essais clinigues en bioamson avec des drogues
chimiothérapeutiques classiques sont en cours (fedohy, Reddy et al. 2005; Strebhardt and
Ullrich 2006). L’essai clinique de phase | compléiér la combinaison d’ispinesib et de
docetaxel sur des patients avec des tumeurs salidesées est évalué positivement avec un
profil de toxicité acceptable (Blagden, Molife &t2008).

PLK est particuliere parmi les kinases mitotiqué®K, Aurora) de par son domaine
« Polo Box » (PBD). Ce domaine est nécessaire [@localisation intracellulaire de PLK
ainsi que pour le ciblage des substrats de PLK. PBB® est une cible intéressante pour
développer des nouveaux inhibiteurs de PLK1. Dewitelurs spécifigues du PBD comme la
Poloxine, le Poloxipan ou la Purpurogalline sonteuars d’'évaluation.
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Les stratégies alternatives pour I'inhibition deKRLincluant 'usage de petits ARN
interférents modifiés chimiquement ou de nanopalgs enrobées d'albumine sont aussi en

cours de développement.

V. Les inhibiteurs des kinases Aurora

Les kinases Aurora sont surexprimées dans de nomlm@ncers. La surexpression
d’Aurora A ou I'amplification de son gene ont édemtifiees dans plusieurs types de tumeurs
malignes incluant le cancer du sein, le cancer poaire, le cancer colorectal et les cancers
de la téte et du cou (Tanaka, Kimura et al. 19%teR Gais et al. 2006; Xu, Ma et al. 2006;
Nishida, Nagasaka et al. 2007; Nadler, Camp €2Q08). Dans ces études, la surexpression
d’Aurora A est associée avec des tumeurs faiblemiéerenciées, un mauvais pronostic vital
et une instabilité génomique. Une corrélation enftre surexpression d’Aurora A et
'aneuploide est notée dans le cancer gastriquamihlification et la surexpression d’Aurora
A sont corrélées a I'aneuploide et a un mauvaisgaton (Sakakura, Hagiwara et al. 2001).
La surexpression d’Aurora A induit la transformationcogénique dans des fibroblastes
immortalisés de rongeurs ainsi que la tétrapolgidaition suggérant qu’Aurora A pourrait
promouvoir la tumorigénese en augmentant l'insitgbithromosomique (Anand, Penrhyn-
Lowe et al. 2003). Néanmoins, la surexpression b A dans les cellules primaires n’est
pas un inducteur puissant de la transformatioruleéle indiquant qu’Aurora A a besoin
d'antécédents oncogéniques pour promouvoir celle-ci

La kinase Aurora B est surexprimée dans de nombiges de cancers, néanmoins,
son amplification et son activité de transformatides cellules ne sont pas clairement
démontrées. La surexpression d’Aurora B ne transfgpas les fibroblastes de rongeurs mais
potentialise la transformation induite par H-Rasufa, Kawai et al. 2005). Dans le cas du
carcinome de I'endometre, I'expression d’AuroradB @ugmentée significativement dans les
tumeurs de haut grade et les patientes avec umeare positif pour Aurora B ont un plus
mauvais pronostic par comparaison aux carcinomgatifie (Kurai, Shiozawa et al. 2005).
L’expression élevée d’Aurora B est corrélée aves éeats avancés dans les cancers
colorectaux et sa surexpression est suspectéeudntes métastases (Giet, Petretti et al.
2005; Sorrentino, Libertini et al. 2005). Une asalyimmunohistochimique a montré que
'expression d’Aurora B était élevée dans les tisdeigarcinomes thyroidiques anaplasiques,
son expression n'étant pas détectable dans legstigg/roidiques normaux (Sorrentino,
Libertini et al. 2005). Dans diverses lignées dalles leucémiques (HL60, NB-4), les

surexpressions d’Aurora A et d’Aurora B sont déiest De plus, les lignées AML isolées de
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patients montrent des niveaux élevés de surexpresSARNmM d’Aurora A et d’Aurora B
(Ikezoe, Yang et al. 2007).

En plus d’Aurora B, ses partenaires du complexsamges (CPC) sont aussi dérégulés
dans les cellules cancéreuses. L’expression deaBoeéest corrélée significativement avec la
surexpression de Survivine et de Ki67 dans lesidise cancers gastriques. Son expression
est réprimée dans la réponse a la signalisatiop5®Rb et I'accumulation nucléaire de
Boréaline est liée a un mauvais pronostic danscéegers gastrigues (Chang, Chen et al.
2006). Des études ont indiqué que Survivine jounirbéle important dans la tumorigénese,
spécialement dans les cancers colorectaux et lesmagéeneses induites par des infections (Li
and Ling 2006). Une surexpression trés élevée deiviug a été montrée dans plusieurs
tumeurs comme celles du poumon, du sein, de I'estpie I'cesophage, du pancréas et du
foie (Fukuda and Pelus 2006). Les niveaux d’'INCEKht élevés dans les cellules
cancéreuses colorectales et ceci contribue a @rgssion tumorale soit en stabilisant Aurora
B soit en modifiant ses cibles. De plus, des anmsalu couple d'INCENP/Aurora entrainent
des aneuploidies qui contribuent a la progressiomtale (Date, Jacob et al. 2007).

Avec leurs implications notables dans le canceleets roles importants dans la
mitose, les kinases Aurora A et B sont considécéesme d’excellentes cibles thérapeutiques
et des inhibiteurs de ces kinases ont été dévedopyas expériences basées sur l'utilisation
d’ARNi ont montré que l'inhibition soit Aurora A doAurora B entrainait des phénotypes
différents.

L’inhibition sélective d’Aurora A cause l'inhibitiode son autophosphorylation sur sa
thréonine 288, l'inhibition de la phosphorylatioe 53, I'accumulation des cellules en
mitose, la formation anormale du fuseau mitotiquvie par I'apoptose ou de I'entrée en
sénescence (Huck, Zhang et al. 2010). Linhibitisélective d’Aurora B, seule ou
concomitante avec celle d’Aurora A, entraine la pgegion de la mitose avec I'apparition de
cellules polyploides puis I'apoptose (Carmena amdnghaw 2003; Carpinelli and Moll
2008). L'inhibition de la phosphorylation de I'niste H3 sur sérine 10 est un outil clinique
car c’est un biomarqueur de I'inhibition d’Aurora(Barpinelli and Moll 2008). De plus, des
étudesin vivo avec des inhibiteurs d’Aurora dans les modélemanx différents montrent
une régression tumorale quelle que soit la séléeties iso-formes d’Aurora ciblées. Ces
inhibiteurs sont actuellement a différentes étagdes développement clinique (Cheung,
Coumar et al. 2009). A I'exception de MLN8054, MLA&, ENMD-2076 et MP529 qui

induisent un retard mitotique similaire a celui eb® aprés linvalidation d’Aurora A par
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ARNI, tous les autres composeés induisent des pigestcellulaires qui sont conformes a la
perturbation des fonctions d’Aurora B (Cheung, Caust al. 2009).

Les inhibiteurs des kinases Aurora développés jawrese lient au site de I'ATP. De
par ce fait, il est difficile d’obtenir des inhibiirs capables de discriminer les membres de la
famille Aurora car ce domaine est trés conserve.

Les premiers inhibiteurs d’Aurora caractérisés, ebderadine de Boehringer et
ZM447439 d'Astra Zeneca, semblent pouvoir inhibevitro toutes les kinases Aurora. Les
phénotypes observés aprés traitement de cultuladaoes étaient en accord avec ceux
observés apres une perte d’Aurora B (alignementcdesmosomes incorrect, inhibition de
'activation du point de contrble du fuseau apréaitdment au taxol, perte de la
phosphorylation de I'histone H3 et polyploidisatidme a I'inhibition de la transition
meétaphase-anaphase) (Ditchfield, Johnson et aB;2B@nesh, Babu et al. 2003; Hauf, Cole
et al. 2003). Ces résultats sont similaires avex abtenu en utilisant VX-680 (MK-0457,
Vertex) qui a fait I'objet d’essais cliniques deagk | et Il (Lu, Chen et al. 2010). Néanmoins,
en 2007, Merck a décidé d'arréter les essais ave680 (et avec VX-667) car des patients
ont développé des anormalités d’électrocardiograrfpradongation QTc) (Cheung, Coumar
et al. 2009).

Plus récemment, des inhibiteurs plus spécifiquesal’kinase ont été présentés. Par
exemple, MLN-8054 (Millenium), qui est un inhibiteayant une sélectivité particulaire pour
Aurora A qu’il inhibe avec un IC50 de 4 nM, comparement a I'lC50 de 172 nM obtenu
contre Aurora B (Manfredi, Ecsedy et al. 2007).a#bfe concentration, I'activité d’Aurora B
n'est pas modulém vivo par MLN-8054 car il n'inhibe pas la phosphorylatide I'histone
H3 sur sérine 10 mais il blogue l'autophosphorglatid’Aurora A sur la thréonine 288
(Ohashi, Sakashita et al. 2006). Par contre, a aomeentration plus forte, il induit la
formation de cellules polyploides, ce qui indiqu€Agqirora B peut étre aussi une cible
efficacein vivo. Dans des xénogreffes tumorales humaines, MLN-8884efficace et des
études cliniques sont en cours (Gerullis, Bergnetral. 2009; Yuan, Lv et al. 2009).

Les inhibiteurs des kinases Aurora avec leurs ftefllulaires sont présentés dans le
Tableau 6.

Tableau 6 : Les inhibiteurs des kinases Aurora (Adaté de(Hong-Lien VU 2010Q)
Les inhibiteurs sont classés par leurs activitésnpdes kinases Aurora. L'inhibition de I'histone3Hou la
phosphorylation d’Aurora A sont indiquées par: H8tPAurora A Thr288. Les inhibiteurs d’Aurora B indent

'endoréduplication, la désactivation de point ¢olg du fuseau et causent la polyploidisation gbedl 8 N).
ND: non determiné. Dans la partle quelques molécules sont représentées.

* C1 est l'inhibiteur identifié par notre groupd’BA\B. Cette molécule appartient a la chimiothéqle
I'Institut Curie (Chi Hung Nguyen, Orsay)
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a) Les inhibiteurs des kinases Aurora

, IC50 pour les .
. . Cibles . P L'effet
Composé Molécule : kinases Aurora A RO
secondairesg ot B cellulaire/inhibition
C1* Benzole]pyrido- EAFE”EE IC50A:29nM = H3 -P
indole IC50B:31nM = Cellules 8N
FLT3
VX-680 a6diamino | 13 IC50A:13nM |2 89P
MK-0457 pyrimidine Abl T315! IC50B: 37 nM
Tyr-kinase
. IC50 A:13 nM = H3-P
PHA-739358 Aminopyrazole FLT3 : o o
Abl T315 IC50B: 79 nM L’endoreduplication
_ = H3 P
PHA-680632 Aminopyrazole FGFR1 PLK1 IC50 A '_27 nM = Aurora A Thr 288
IC50 B : 135 nM
= Cellules 8N
2-(4-morpholino- | MEK1 .« H3 _P
Reversine anilino)-N6- PDK1 Non disponible
. = Cellules 8N
cyclohexyladenine | PKA
FLT3 IC50 A: 4 nM : :352 A Thr 288
AK-001 Benzimidazole CK:ggl IC50 B : 5 nM = La séparation des
centrosomes
pyrazole JACK3 IC50A:<3nM . .
AT9283 benzimidazoles | Abl T315I IC50 B:<3nM Les cellules polyploides
» Le retard de 'entrée en
. Lo VEGFR2 IC50 A: 44 nM .
CYC116 Thiazol-5-pyrimidin | -3 150 B - 19 nM mitose )
= Cellules polyploides
. FLT-4 IC50 A:9nM = H3-P
SNS-314 Phenyl-benzamide | 1 o g IC50B:3LnM__|= Cellules 8N
= H3 -P
. . CDK1 IC50 A 21,7uM . . A
OM137 aminothiazole CDK5/p25 IC50 B * 2.4uM : Le point de contrble du
useau
b) Les inhibiteurs spécifiques Aurora B
: I ri :
L . Cibles . €50 pour les L'effet
Composé Molécule : kinases Aurora A RO
secondaires ot B cellulaire/inhibition
Pyrazoloquinazol . e IC50 A: 1370 nM
AZD-1152 ine None identifié IC50 B 0.3 nM Cellules 8N
GSK EI(_31|-:1|44 IC50 A : 1100nM ND
1070916 TIE2 IC50B:3,5nM
c) Les inhibiteurs spécifiques Aurora A
. | ri .
. L Cibles , C50 pour les L'effet
Composeé Molécule . kinases Aurora A RO
secondaires ot B cellulaire/inhibition
MLN8054 Benzazepine + | Abl EphA IC50 A: 4 nM = Aurora A Thr 288
aminopyrimidine | Yes TrkA IC50B : 172 nM = Accumulation en G2/M
_ Quinazoloine | EGFR/IGFR/FGFR| IC50 A : 2,7uM o | i
TC-28 derivative /FIt4 : Sup 100 IC50 B : sup 10QM L |nh|bt_|on de la
. progression en G2/M
microM
= Fuseau mitotique
Benzazepine + IC20A:1nM anormal
MLN8237 aminopyrimidine IC50 B : 1100 nM = Apoptose et senescence
= Accumulation mitotique
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d) Représentation de quelques molécules en phalk tles essais cliniques et la

molécule C1
H F
N‘IN
= HN—/< }
I'f? O = H
KN AZD-1152
N’\
[ e
PHA 739358 L |J\/© OH oPoH
N - 1 AIIN-
L . OMN,\VO\F,OH MIN-8237
n-NH K d 0

0
S5 s O
I\ ST ]
b Iy 4 HLJ o O \ _/
e M
Y Nm 7% N

/N\) = H

ENMD-2067 AT-9283 c1

La liste des inhibiteurs des kinases Aurora s’g@me jour en jour. Bien que les
cibles cellulaires A versus B ne puissent pas éiseriminées clairement et que les
mécanismes exacts de l'induction de l'apoptose aiens pas clairs, les inhibiteurs des
kinases Aurora sont actuellement en essais clindgu@hase | et Il pour le traitement des
tumeurs solides ou des malignités hématologiquasniPceux-ci, cing inhibiteurs d’Aurora
en essais cliniques de phase Il: MLN8237, AZD1158MD2076, PHA739358, AT9283
(Tableau 6, d. MLN8237, par exemple, est un inhibiteur d’Aurala deuxieme génération
en cours de test et les patients sont recrutésypmiphase Il d'essai clinique. L'inhibition de
la croissance est associée avec des anormalitésiséau mitotique, I'accumulation des
cellules en mitose, la polyploidie et 'apoptoset @hibiteur est disponible oralement.

Le traitement avec des inhibiteurs mitotiques (t@xgaclitaxel ...) induit I'activation
du point de contrble et I'arrét mitotique suivier pa glissement mitotique et I'induction de
'apoptose. Néanmoins, les cellules cancéreusesedeat un point de contréle peu actif
accompagné avec l'activation de divers signauxrdesprvie méme en présence d'inhibiteurs
mitotiques. A cet égard, Anand et al ont démontré kg surexpression d’Aurora A dans les
cellules cancéreuses est retrouvée dans certasndeceesistance au taxol (Anand, Penrhyn-
Lowe et al. 2003). En effet, I'inhibition de la lkkise Aurora A diminue la chimiorésistance
des cellules pancréatiques au taxol (Hata, Furukatval. 2005). Par conséquence, la
combinaison d’agents basés sur le taxol avec désitelrs des kinases mitotiques pourrait
diminuer la chimiorésistance et augmenter I'effitade la chimiothérapie.
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MLN8237 en combinaison avec Rituximab (anti-CD28yuit la tumeur avec une
efficacité additive et/ou synergiqgue dans des mesddumoraux de lymphomes non-
Hodgkiniens (Zhang, Wang et al. 2009). Actuellemédngst utilisé en monothérapie ou en
combinaison avec d’autres drogues (comme la bar#zdinhibiteur du protéosome), le
pactalixel, ...) pour traiter des patients porteues @¢arcinomes des ovaires, des tumeurs
solides avancées ou réfractaires, atteints de rieiecét de lymphomes Non-Hodgkiniens
agressifs. En particulier, un essai clinique ensphd (NCT00830518) ayant inclus des
patients adultes atteints de leucémie myéloidegaggule syndromes myelodysplasiques avec
un grade élevé a eté complété mais les résultatentgpas publiés.

AZD1152 est le seul inhibiteur des Aurora en codestest clinique en phase Il/lll
(NCT00952588) en monothérapie ou en combinaisorc &f2AC (Low Dose Cytosine
Arabinosine) pour des patients atteints de leucényé@oide aigué.

CYC116, un inhibiteur d’Aurora B, est combiné awve® série d’agents de dommages
de I'ADN différents comme la doxorubicine, la doteeeline, le cisplatine, la 5-FU,
lirinotecane et la gemcitabine sur des lignéesutates cancéreuses différentes. Les études
montrent que CYC116 n'a pas deffet synergique aleealoxcetaxel dans les lignées
cellulaires de cancer prostatique. Par contregtfets synergiques sont obtenngellulo, en
combinaison avec d’autres agents sur la formatiorcalenie et les tests de cytotoxicité.
CYC116 augmente les dommages de 'ADN et la moliulegre induits par lirinotecane
(MacCallum AACR Meeting 2008, San Diego).

En combinaison avec des agents chimiothérapeutigassinhibiteurs des kinases
Aurora pourrait améliorer leur efficacité. Des éside vitro ont montré qu’AZD1152, un
inhibiteur d’Aurora B, induisait 'apoptose danssdignées cellulaires de Leucémie Myéloide
Aigue (LMA) et dans les blastes primaires. Il augtee la sensibilité aux agents
dépolymérisant la tubuline, aux inhibiteurs de tepmérase et améliore la réponse aux
radiations ionisantes (Shiloh 2003; Hickson, Zhab a. 2004). L'AZD1152 agit
synergiquement avec la gemcitabine, le docetakghotecan, |'oxaliplatine, 5-FU et la
vinorelbine. L’administration de gemcitabine ouridibtecane avant traitement par un
inhibiteur des Aurora réduit I'efficacité de cetii-Ceci suggérant la nécessité d'un protocole
thérapeutique précis d'administration des moléq#iiserts, Schroeder et al. 2004).

Les cellules leucémiques contiennent de nombrewsesmalités caryotypiques,
incluant des aneuploidies. La surexpression dess&sAurora est quelquefois oncogénique
mais l'inhibition de ces kinases cause une mitolserrante entrainant des catastrophes

mitotiques dans ces cellules. Une récente étuderdréin vivo que MLN8237 possédait une
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activité anticancéreuse potentielle dans des meaided MC et d'ALL avec PH+ (Leucémie
Lymphoblatique Aigue Chromosome Philadelphia Pesjtill augmente aussi I'efficacité du
nilotinib, un inhibiteur de Brc-Abl (Nawrocki, 2008SH Annual Meeting, San Francisco).
L’application la plus prometteuse pour les inhibredes kinases Aurora a ce jour semble étre
pour le traitement des leucémies myéloides aigués mutation de la kinase FLT3 et TAML
Ph+/CML résistante a I'imatinib, particulieremenupda mutation de T315I de Bcr-Abl.

Toute perturbation du complexe passager induirapen& d’activité d’Aurora B. Les
protéines du complexe des protéines passageres astwomgues sont donc des cibles
thérapeutiques potentielles. Par exemple, des sespeécliniques et cliniques sont
actuellement en cours avec des inhibiteurs despptitds moléculaires (YM155) et deux
inhibiteurs oligonucléotidiques antisens (LY2181&0&PC3042) de Survivine, un partenaire
d’Aurora B.

V. Les inhibiteurs ciblant la voie du point de contble du fuseau

mitotique

La voie de signalisation du point de contréle dsefu pourrait aussi représenter une
cible attractive pour la thérapie anticancéreuserdtionnel de ce concept est basé sur les
observations suivantes :

Une faible expression des protéines controlantoiatpde contréle du fuseau dans les
lignées cellulaires tumorales entraine I'aneupkidt la résistance aux drogues; Une
répression de MAD2 ou BUBR1 entraine une ségrégaiincorrecte massive des
chromosomes durant la mitose et est associée @ptage (Michel, Liberal et al. 2001; Kops,
Foltz et al. 2004; Michel, Diaz-Rodriguez et al020Kienitz, Vogel et al. 2005).

- La suppression hétérozygote de MAD2, BUB3 ou BURR&z des souris génere
une instabilité chromosomique, mais la suppressmmozygote est létale précocement pour
'embryon (Dobles, Liberal et al. 2000; Kalitsisarte et al. 2000; Michel, Liberal et al. 2001;
Babu, Jeganathan et al. 2003; Dai, Wang et al.)2004

- La suppression partielle de I'activité kinase deBR1 est suffisante pour porter
atteinte au point de contréle du fuseau a un nipawn’est plus compatible avec la survie
(Kops, Foltz et al. 2004).

Les kinases du SAC (« Spindle Assembly Checkpgirstomt considérées comme des
cibles dans les thérapies anticancéreuses viasictiéation du point de contréle mitotique.
Les mutations des kinases SAC associées aux tursentrsnontrées comme affaiblissant la

signalisation du point de contrdle (Kops, WeavealeR005). Néanmoins, un affaiblissement
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supplémentaire ou une désactivation de la voiedint ple contréle du fuseau peut étre létal
pour ces cellules (Kops, Weaver et al. 2005; WeaSitk et al. 2008). A ce jour, parmi les
kinases de ce point de contrble, il n'y a quenbsbiteurs de MPS1 et d’Aurora B qui ont été
identifiés.

Par exemple, MPS1 a été montré comme étant unZgers les plus surexprimeés
dans les instabilités chromosomiques et les tumanesploides (Carter, Eklund et al. 2006).
La kinase MPS1 est sur-régulée dans de nombreugstge tumeurs (sein, poumon,
cesophage, prostate, vessie et thyroide anaplagi§ab)atore, Nappi et al. 2007; Finetti,
Cervera et al. 2008; Landi, Dracheva et al. 2008zukbmi, Kono et al. 2008). Des
inhibiteurs de MPS1, la cincréasine (Dorer, Zhongale 2005) et SP600125 (Schmidt,
Budirahardja et al. 2005) bloquent le point de d@letmitotique et causent une ségrégation
incorrecte des chromosomes. Colombo et al. ontvyérque NMS-P715, le premier inhibiteur
de MPS1 administré par voie orale, inhibait sotivdéten compétant avec I'ATP et réduisait
sélectivement la prolifération cellulaire. De facorntéressante, il est pratiquement sans
dommage sur les cellules normales. NMS-P715 aecféanitose et entraine une localisation
et une interaction des composants des kinétoclam@snale et une aneuploidisation massive.
Ceci cause la mort cellulaire dans de nombreugagds issues de différents types de cancers
et inhibe la croissance tumorale des modéles a@dl précliniques (Colombo, Caldarelli et
al. 2010). Ces résultats confirment que I'inhibitide SAC par un inhibiteur de MPS1 peut
représenter une nouvelle approche pour le traitent®s cancers avec un blocage

potentiellement sélectif de la prolifération deButes tumorales.

VI. Les inhibiteurs des kinases du point de contr@ des

dommages de I'ADN

Dans les cellules proliférant normalement, le poiatcontréle de 'ADN empéche la
réplication de I'ADN endommagé et la progressiomsvia mitose. Néanmoins, dans les
cellules cancéreuses, la réponse aux dommages gpreorast couramment altérée par
'accumulation de mutations sur les régulateurgpdint de contréle, particulierement sur les
kinases ATM, CHK2 et sur p53. Les mutationsCQldK2 sont associées avec I'oncogenese.
Les mutations de CHK2 sont présentes dans le cahceein, de la vessie, du colon, de la
vulve, des ovaires, les lymphomes, les ostéosars@irle syndrome de Li-Fraumeni.

ATM joue un role clé dans la maintenance de l'intéggénomique. Les patients
porteurs de mutations hétérozygotes de cette pmtsont hypersensibles aux radiations

ionisantes et aux drogues qui induisent des casglogble-brin de I'ADN. Il a donc été
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proposé que l'inhibition pharmacologique d’ATM pegspromouvoir la radio-sensibilisation
et la chimio-sensibilisation. Deux inhibiteurs d&TIM, KU55933 (morpholinyl-thianthrenyl-
pyranone) et CP466722 (triazolamine) ont été deciles composés ciblent ATM en
bloquant son site de liaison a ’ATP et montrent gpécificité et un potentiel plus élevé que
les inhibiteurs utilisés précédemment, la wortmaeret les xanthines, qui ciblent d’autres
membres de la famille des PI3K kinase.

La kinase CHK1 est essentielle pour I'arrét en pia2 dont dépend la chimiothérapie
induite par les dommages de I'ADN. Elle peut étfiecacement inhibée par le composé
UCN-01 qui agit de maniere compétitive avec 'ATWang, Fan et al. 1996; Eastman 2004).
Le traitement séquentiel des cellules déficientespB3 avec des agents endommageant
'ADN et UCN-01 entraine une abrogation de l'arggt G2 et I'entrée en mitose (Vogel,
Hager et al. 2007). UCN-01 est en essais clinigigephases Il sur les lymphomes. Plusieurs
essais clinigues en phase | sont en cours afin deurar l'efficacité d’UCN-01 en
combinaison avec divers inhibiteurs de topoisoneeeasagents chimiothérapeutiques incluant
I'irinotecan (Jimeno, Rudek et al. 2008; Fraca¥giljams et al. 2010), le topotecan (Hotte,
Oza et al. 2006; Welch, Hirte et al. 2007), le @tipke (Lara, Mack et al. 2005; Perez, Lewis
et al. 2006), le carboplatine (Edelman, Bauer .e2@0D7), le 5-fluororacil (Kortmansky, Shah
et al. 2005) ou la cytarabine dans les traitemdassleucémies, des cancers pulmonaires et
des tumeurs solides avancées. Dans les biopsiasidau de germinine, un marqueur de la
phase S-G2 (McGarry and Kirschner 1998), augmemtesae traitement avec le cisplatine,
ce qui est cohérent avec l'arrét en S-G2, et dimaques traitement avec UCN-01, ce qui
correspond au contournement du point de contrd@ee{® Lewis et al. 2006). Dans une autre
étude de combinaison d'UCN-01 avec la cytarabimedss patients atteints de LMA, les
auteurs ont observé une diminution de la phospatioyl de CHK1, linhibition de la voie
AKT et I'activation de JNK (JaNus kinase) au codes la thérapie. Les patients avec des
malignités tumorales solides ont été traités av€Ni0D1 et l'irinotecan. Une diminution
significative de pS6 (protéine ribosomique) phosplée dans les biopsies post-traitement est
observée. Les patientes avec un cancer du sela trggatif répondent a la thérapie et leur
tumeurs sont toutes p53-déficientes (Fracassoiamid et al. 2010).

Ces résultats sont cohérents avec les conclusi@dimgues indiquant qu’'UCN-01
agissait en synergie avec les agents de dommad&sid¢, en particulier dans le traitement
des tumeurs mutées pourP53 Grace a ces résultats encourageants concernant ce
combinaisons, des essais cliniques supplémeni@dérgdhase | et Il pour des tumeurs solides

avancees, les leucémies et les cancers pulmomsaintgn cours.
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UCN-01 est le composé le plus avancé mais d’autrediteurs de CHK1 sont
actuellement testés en préclinique ou clinique. lesndidats aux essais cliniques
comprennent XL-844, AZD7762 et PF-477736 (Schmmdt Bastians 2007)lableau 7).

Récemment, deux inhibiteurs compétitifs de I'ATPlant CHK2 ont été décrits,
VRX046617 (isothiazole carboximidamine) (Carlegiscemi et al. 2007) et NSC 109555
(bis-guanylhydrazone) (Jobson, Cardellina et al0720 VRX046617 ne modifie pas la
cytotoxicité des agents de dommages de I’ADN, corfangoxorubicine et le cisplatine. Ce
résultat est cohérent avec le phénotype des sknoisk-out CHKZ™ qui sont plus résistantes
aux agents geénotoxiques grace a l'activation trgstsannelle des genes régulés par p53
(Takai, Naka et al. 2002). L'inhibition de CHK2 poait étre exploitée pour protéger les
tissus sensibles (tissu lymphoide, tissu épithélies effets secondaires de la radiothérapie ou
des agents des dommages de '’ADN (Bartek and Lub@3)2

Les travauxin vitro etin vivo ont indiqués que XL-844, un inhibiteur ciblant CHI&t
CHK2 et, disponible en voie orale, améliore I'adBvantitumorale de la gemcitabine, un
médicament antimétabolique, dans des cellules deecgrostatique (Blagden, Molife et al.
2008). Actuellement, XL-844 est I'objet d’essaintdjue de phase | en monothérapie ainsi
gu'en combinaison avec la gemcitabine chez desesduiésentant des malignités avanceées.

Une nouvelle génération d'inhibiteurs plus sélealié CHK1 est en cours d’évaluation
en clinique en combinaison avec des agents quirstiisent des dommages de I’ADN soit
interferent avec la réplication, avec pour objetafmélioration de la cytotoxicité de ces

COMpOSES.
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Tableau 7: Les inhibiteurs de CHK1 et CHK2 en clinque

Inhibiteur Cibles principales Essai clinique
(compagnie) (autres cibles) q

AZD7762 Phase |: les tumeurs avancées,
(AstraZeneca) monothérapie et en combinaison ave

MiHz

o={

N :,

Fe :. > —n
s

& H

CHK1 (IC50 = 5 nM)
CHK2 (IC50 < 10 nM)

gemcitabine (un
antimétabolique) ou lirinotecan (U
inhibiteur de topoisomerase |)

drogue

PF-477736(Pfizer)

H o

CHK1 (Ki = 0,49 nM)

(CHK2 avec Ki =47
nM))

Phase |: les tumeurs solides avang
en combinaison avec la gemcitabine

ées

UCN-01/7-hydroxy-
staurosporine

HO... N\ -0

Q=0

HaCr -
CHs0'
NHCH;

CHK1 (IC50 = 11 nM)
MARK3 (IC50 = 27 nM)

(CHK2 (IC50 = 1040

nM),

PKC (IC50 = 7 nM),
PDK1 (IC50 = 33 nM),
CDK1 (IC50 = 31 nM),
CDK2 (IC50 = 30 nM)

GSKF (IC50 = 70 nM))

Phase |[|: leucémie et syndrom
myélodysplasiques (avec la perifosil
un inhibiteur de PI3K/AKT),
tumeurs solides (avec lirinotecal
lymphome et les tumeurs solides (a
le prednisone, un corticostéroide)

Phase Il carcinomes rénau
mélanome et lymphome (€6
monothérapie) ; SCLC (avec

topotecan un inhibiteur d

topoisomérase 1)

les

XL844/EXEL-9844
(Exelixis)

CHK1 (IC50 = 2,2 nM)
CHK2 (IC50 = 0,02 nM)
(VEGFR2, VEGRF3,
FLT3 et PDGFR avec
IC50 < 20 n\)

Phase | : les tumeurs solides avanc
en monothérapie et en combinais
avec la gemcitabine

Bes,
on

CDK, Cycline dependent kinase ; CHK, checkpointakia; FLT3, fms-related tyrosine kinase ; GBK3
glycogen synthase kinas@;aMAPK2, mitogen activated protein kinase 2; MARKBAP-microtubule affinity
regulating kinase 3; MDS, myelodysplastic syndronR3GFR, platelet-derived growth factor receptddkR,
phosphoinositide-dependent protein kinasel; PK@epr kinase C; SCLC, small cell lung carcinoma;GHR,
vascular endothelial growth factor receptor (Adajg#élapenna and Giordano 2009)).

VII. La thérapie personnalisée

Les inhibiteurs sélectifs de kinase émergent en gare classe importante d’agents

anticancéreux ayant une efficacité clinique et pledils de toxicité acceptable en particulier

guand les traitements conventionnels n’ont offag de modestes bénéfices. En conséquence,

des efforts substantiels sont en cours pour identifes cibles pertinentes en thérapeutique

anticancéreuse, développer et tester des inhibitdar ces kinases sur une diversité de

malignités humaines. Néanmoins, le bénéfice clinigwsocié avec ces composés est

typiguement limité a la sous population de patieptésentant une lésion génomique
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spécifique dans leurs cellules cancéreuses. Cétteusierte a entrainé des efforts pour
sélectionner les patients avant traitement avecimeibiteurs de kinase en utilisant des
biomarqueurs génomiques spécifiques afin d’optimiaaéponse clinique (McDermott and
Settleman 2009).

Des inhibiteurs de kinases sont utilisés avec suecethérapie anticancéreuse mais des
résistances apparaissent souvent suite a desrtesite répétés. Un exemple typique est le cas
des inhibiteurs de tyrosine kinase dirigés conttdRBABL, I'imatinib. Bien que le traitement
donne d'excellents résultats dans le cadre deuleeteie, il existe malheureusement des
patients résistants a cette thérapie. Un défi est de trouver des inhibiteurs ciblant la kinase
mutée et pouvant prendre le relai de la thérapéequtente. Des mutations sur le domaine
kinase d’ABL apparaissent chez approximativemer¥d@e patients Ph+ traités. Un taux de
mutation plus élevé est observé chez des patieatsctise » LMC (LMGc) et la mutation
T3151 de BCR-ABL est frequemment retrouvée (Sovef@olarossi et al. 2006). Dans les
cellules résistant aux inhibiteurs de la tyrosimeake, mutant T315l inclus, la signalisation de
Ber-Abl est inhibée par des inhibiteurs d’Auroran&se (Young, Shah et al. 2006;
Gontarewicz, Balabanov et al. 2008). Ces résuktlitsques ouvrent une nouvelle piste
prometteuse pour traiter les patients ayant dépélages tumeurs résistantes suite a une
thérapie par I'imatinib en poursuivant la chimiatiygie avec des inhibiteurs des kinases
Aurora. Au préalable, le suivi de la kinase BCR-ABIL cours de la maladie est capital pour
orienter la thérapie.

Le cancer du sein triple négatif (CSTN) est un ssnsemble agressif du cancer du sein
Ce type de cancer est caractérisé par I'absentexgeession des protéines RE (récepteurs
d’estrogéne), RP (récepteur de progestérone) et2ZHERepteur de du facteur de croissance
épidermique humaine 2) (Dent, Trudeau et al. 20@ifljkan, Newman et al. 2008). Par
conséquence, les patients de CSTN ne réponderaupasaitements appliqués au cancer du
sein HER2 positif et sensible a I'endocrine. Leseoations ont montré que CSTN partage
des caractéristiques cliniques et pathologiques & cancers déficients &RCAconnus
pour présenter des mécanismes de réparation deNI'ABficients. Compte tenu de ces
caractéristiques, les patients CSTN peuvent béegéfides traitements pour les cancers
déficients enBRCA Les inhibiteurs de PARP sont des candidats preonst avec les
résultats préliminaires des essais cliniques esehla(Jones, Holmes et al. 2009; Vahdat,
Pruitt et al. 2009).

Les agents basés sur le platine représentent wsgedeatraitement chimiothérapeutique

du carcinome pulmonaire non a petites cellules (BN Des efforts sont donc entrepris pour

70



identifier des marqueurs moléculaires capablesrédine la résistance clinique au cisplatine
et ses dérives. L'ERCC1 (Excision Repair Cross dempntation group 1) est un

biomarqueur prédictif prometteur dans le cadre dtcioome pulmonaire non a petites
cellules avancé (Liedtke, Mazouni et al. 2008; &al Mortimer 2009). L’'expression faible

de 'TARNm d’ERCC1 est associée a une augmentateadsensibilité a la chimiothérapie
apres traitement par carboplatine (Vilmar and S@en®009) et a une réponse clinique
positive des patients atteints de CPCPC aprés pieéqaar cisplatine/gembacine (Lord,

Brabender et al. 2002).

VIII. Des perspectives pour la thérapie anticancénese

Le cycle cellulaire est une série d'événementsenaent régulés. En complément des
cibles principales et importantes comme CDKs, PLKlemikinases Aurora, la progression
des connaissances sur le cycle cellulaire fait §ared'autres cibles potentielles comme les
kinases Haspine, MELK ainsi que des protéines dmtpd¢ contrble du fuseau (MSP1,
BUBR1 ou BUB1). MPS1 phosphoryle Boréaline pour to@ler l'activité d’Aurora B,
'alignement chromosomique et la fonction du pailet contréle du fuseau mitotique. Des
inhibiteurs de MSP1 devraient étre capables d&ariét prolifération cellulaire. Haspine est
une cible candidate pour la recherche médicalectzst une kinase essentielle pour la
cohésion des chromatides sceurs et que sa dispaetiaine I'arrét mitotique (Dai and
Higgins 2005). La famille de BUB régule la fonctide SAC et elle est souvent mutée dans
les cancers humains. MELK est une kinase méiot&juaitotique qui joue un role clés dans
le développement des glioblastomes ; elle seréggnte sur les cellules souche cancéreuses
(Nakano, Masterman-Smith et al. 2008) mais, soargi®l thérapeutique est a évaluer.

Les cellules souches cancéreuses représentent anssicible thérapeutique tres
intéressante car elles existent dans presquedsugdes de cancer (Collins, Berry et al. 2005;
Dalerba, Cho et al. 2007; Dalerba and Clarke 20&@lerba, Dylla et al. 2007; Ricci-Vitiani,
Lombardi et al. 2007; Eramo, Lotti et al. 2008; k&arYang et al. 2008; Yang, Ho et al. 2008;
Curley, Therrien et al. 2009) et semblent augmengerrésistance aux traitements
antitumoraux standards comme la chimiothérapiea eatliothérapie (Bao, Wu et al. 2006;
Eramo, Lotti et al. 2008; Roesch, Fukunaga-Kalabial. 2010). En effet, la radiothérapie et
chimiothérapie enrichissent la fraction de cellulgrimant des marqueurs de cellules
souches cancéreuses qui ont une capacité d’autorgllement et une tumorigénése plus

importante. Donc, la découverte de drogues spéeifitent efficaces contre ces cellules
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souches est un nouvel objectif mais requiére fact@risation de cette population de cellules
(Garvalov and Acker).

Actuellement, de nombreuse molécules sont en cdertest mais beaucoup ne
passeront pas I'épreuve des tests cliniques. Lkedesetumorales étant soumises a une forte
pression sélective par les difféerentes chimioth@spl est nécessaire de trouver sans cesse de
nouvelles molécules. Les inhibiteurs possédent studes cibles secondaires, ceci permet
d’envisager de nouvelles stratégies permettant deimiser les effets d'un composé sans
multiplier les toxicités.

Les travaux de I'équipe ont permis d’identifier umauvelle famille d’inhibiteurs des
kinases Aurora, les benzo[e]pyrydoindoles. Des lt@su préliminaires indiquent que la
molécule C1 pourrait étre un candidat intéressant pe futurs essais cliniques (Hoang,
Favier et al. 2009). Au cours de ma these, nous sommes concentrés sur les applications
potentielles en thérapie combinée basée sur laifigftéc restreinte er multiple de cet

inhibiteur.
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OBJECTIF DE THESE

Empécher la division des cellules cancéreusesaepielre angulaire de I'oncologie
médicale. En conséquence, les protéines kinasedquégls dans la mitose constituent des
cibles de choix pour la recherche de nouveaux raéthots anti-tumoraux.

Les Aurora kinases sont des sérine/thréonine kendset 'activité est essentielle pour
la progression mitotique. Elles contrélent la degfion des centrosomes, la mise en place du
fuseau mitotique, I'alignement des chromosomedasplaque métaphasique et I'induction de
I'anaphase ainsi que la cytodiérése.

Dans la recherche de molécules inhibitrices detiVél Aurora kinase, nous avons
réalisé un crible a haut débit sur la chimiothédad’Institut Curie. Nous avons identifié de
puissants inhibiteurs des kinases Aurora et pasuk-<ci, plusieurs molécules de la famille
des benzo[e]pyridoindoles synthétisées par Chi-HMggyen, a I'Institut Curie d’Orsay
(Hoang, Favier et al. 2009). La famille des benpmjedoindoles possedent une forme en
«croissant de lune » déterminée par la fusion geles benzo[e]. Les tesis vitro etin vivo
indiquent que les molécules les plus actives inttilvevitro les kinases Aurora avec des IC50
de I'ordre du nano-molaire. Les travaux de Hoangl.etur la molécule la plus active, C1, ont
montré gqu’elle inhibe la phosphorylation de I'his¢oH3 dans les cellules en mitose, induit la
sortie de la mitose sans ségrégation des chromasoume phénotype aussi observé en
inactivant Aurora B. Ce composé empéche aussi ldiptichtion des cellules de diverses
lignées tumorales cultivées en 2 et en 3 dimenstons en étant peu toxique pour les cellules
guiescentes. Notre meilleur composé est parfaiteto&re par les souris « nude » et retarde
la croissance de tumeurs établies a partir deslegltumorales de poumon non a petites
cellules. A noter d’ailleurs que C1 a une spéddicestreinte parmi les kinases, mais inhibe
des cibles secondaires, ce qui ouvre la voie ardidgsments combinés et/ou ciblés sur un type
tumoral (Hoang, Favier et al. 2009).

Au cours de cette these, nous avons poursuivi d&tude la famille des
benzo[e]pyridoindoles. Nous avons décrit danE€lhapitre | des résultats une application
possible pour le composé le plus actif C1 ciblamu#tanément d’Aurora B et CHK2.
Ensuite, dans le&Chapitre II, nous avons étudié la relation structure/fonctionnpdes
molécules de la famille benzo[e]pyridoindole. Noasons identifié trois molécules
potentiellement intéressantes pour des applicafimmdamentales ou thérapeutiques et nous

avons caractérisé partiellement deux nouvelles cutdé.
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MATERIELS ET METHODES

Chapitre | : TECHNIQUES D’ANALYSE DES PROTEINES

1. Extrait cellulaire

Les cellules sont récupérées et dénaturées pagréetion dans I'urée 9M puis du tampon
de charge type Laemmli (contenant du SPSnercapto dans le tampon indiqué IV) est
ajouté. Les lysats cellulaires sont bien mélangésaoaillis 10 minutes a 98 et puis
centrifugés 5 minutes a 10 000 tpm.

2. Western Blot

Les protéines extraites du lysat cellulaire sopasées sur gel SDS-PAGE et transférées
sur une membrane de nitrocellulose. « Western Blot » commence par une saturation des
sites aspécifiques de la membrane, pendant 1 helares le tampon de saturation. La
membrane est incubée dans le tampon | contenanticbeps primaire pendant 1 heure. Trois
lavages a I'eau sont réalisés suivis par un ladageé minutes dans du PBS 0,05 % Tween 20
et par trois lavages supplémentaire a I'eau. La bmane est mise en présence de I'anticorps
secondaire lié a la peroxydaseyd@ml) pendant 1 heure dans le tampon Il. Les étapes
lavage sont répétées.

La révélation de l'anticorps secondaire couplé gpdasoxydase du raifort (HRP) est
réalisée par le systeme ECL+ (Roche). Le signalesgionne les films autoradiographiques.

Note:

Les incubations et les lavages sont réalisés aémnpe ambiante et sous agitation.

Le temps de I'incubation de I'anticorps primairé esriable selon les protéines a détecter et

les anticorps utilisés.
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Chapitre Il : TEST D’ACTIVITE KINASE

1. Criblage a haut débit

Les molécules benzo[e]pyridoindoles sont synthésispar Chi-Hung Nguyen. Leur
pureté estimée par HPLC est supérieure a 95 %syethéses sont partiellement décrites
dans (Nguyen, Bisagni et al. 1992; Nguyen, Lavdlid.€1992).

2. Testin vitro de determination d’IC50
Les tests sont réalisés sur la plateforme RBC (freadiology Corp, USA) comme

décrit précédemment (Hoang, Favier et al. 2000)rdsumé, la molécule C1 et Vx-680 sont
testées contre les kinases CHK1 et CHK2 en 1Oiaiistsériees en commencant a 2 uM; la
concentration en ATP utilisée est 1 UM pour chacdas réactions. Les essais sont en
duplicat et la Staurosporine est utilisée commerdtminterne. L'IC50 est la concentration
inhibant 50 % de I'activité kinase.
Les profils d’inhibition sont réalisés par le MRBuUndee, Ecosse) a la concentration de 1 uM
en présence de 1 uM ATP vis a vis de 106 kinaggesentatives des différentes variétés de
kinases.
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1. Lignées cellulaires et milieu de culture

Chapitre 11l : BIOLOGIE CELLULAIRE

Nous utilisons les lignées cellulaires suivantes :

Tableau 8 : Liste de lignées cellulaires humaines milieux de culture utilisés

ATCC Lignée Milieu de culture Origine
CRL-5807 H358 RPMI Cancer bronchioalveolaire non
petites cellules
CCL-185 A549 RPMI Cancer bronchioalveolaire non
petites cellules
CRL-5803 H1299 RPMI Cancer bronchioalveolaire non
petites cellules
CRL-5806 H322 RPMI Cancer bronchioalveolaire non
petites cellules
HTB-96 U20S McCoy's 5A Ostéosarcome
CCL-2 HelLa DMEM Adénocarcinome du col de l'utérus
(Glucose 1 g/l)
CCL-40 HL60 RPMI Leucémie promyélocytaire
HB-8065 HepG2 DMEM * Hépatocarcinome
(Glucose 4,5 g/l)
HTB-52 | SK-HepG1 DMEM * Adénocarcinome du foie
(Glucose 4,5 g/l)
Mahlavu DMEM * Hépatocarcinome
(Glucose 4,5 g/l
HTB-19 BT-20 MEM ** Carcinome du sein
CRL-2315 HCC70 RPM[*** Carcinome du sein
ECACC U373 DMEM Astrocytome
89081403 (Glucose 4,5 g/l)

Le milieu complet contient 10% de sérum foetal demuv@ecomplémenté par la chaleur (30
minutes a 5&), 2 mM L-glutamine et 100 IU/ml Pénicilline-Streptycine Le milieu de
culture est choisi selon les recommandations déECE.

Note :(*) : Sodium pyruvate 1 mM, NEAA 0,1 mM

(**):  Sodium pyruvate 1 mM, sodium carbonate %5NEAA 0,1 mM
(***) . Sodium pyruvate 1 mM, HEPES 10 mM

2. Condition de culture

Les cellules sont cultivées sur des boites de pétaitées culture » dans une étuve 237
et en présence de 5% de £€ d’humidité. La récupération des cellules se [t une
solution de trypsine (trypsine 0,5g/l, EDTA 0,2g4)i dégrade le matrice extracellulaire,
permettant de décoller les cellules de leur substrde les individualiser.

76



3. Entretien des cellules
L’entretien de cellule est réalisé quand des adlglont a confluence. Le milieu est enlevé.
Les cellules sont décollées par une solution desing (trypsine 0,5 g/l, EDTA 0,2 g/l). Aprés
la trypsination, les cellules sont aspirées doucgragec lemilieu complet. Un aliquote de
suspension cellulaire permet de réensemencer deelhes cultures avec du milieu complet
frais et d’obtenir des cellules en croissance egptalle.
4. Conservation des cellules
Les cellules sont soumises a I'action de la trygspuis centrifugées 5 mn a 1200 tpm. Le
culot est repris par un mélange de milieu de cellaantenant 50 % de SVF, 10 % de DMSO
et transférées immédiatement sur glace. Chaque denpontient 1x18cellules. Les cellules
sont congelées lentement puis conservées®& 80 dans de I'azote liquide.

5. Transfection

Les cellules a 60 % de confluence sont transfeci@ebaide du Lipofectamine

(Invitrogen), suivant les instructions suivantes :

- Enlever I'ancien milieu et ajouter Opi-MEM (Invitreg) sur les cellules.

- Pour chaque transfection dans la plaque de 6 puittans la boite de culture de 35
mm, diluer 2,2 ug d’ADN dans 25 ul d’'Optimem (sadat A) et mélanger
doucement.

- Diluer 1,5 pl de Lipofectamine dans 25ul d’OptimégBolution B) et mélanger
doucement pendant 5 minutes.

- Combiner les 2 solutions et mélanger doucementedgs en temps pendant 25
minutes. Déposer goutte a goutte la solution coéesur les cellules.

- Aprés 4 h d'incubation, ajouter le milieu completns enlever la solution de
transfection. Le milieu est changé aprés 24 h.

Etablissement de lignée stable24 h apres transfection, le milieu des celluésst

additionné d’antibiotique généticine (a concentratde 500 a 700 pg/ml). Les cellules

sont cultivées sous sélection pendant environ 15 jduis les cellules sont ensemencées
dans la boite de culture 96 puits a la concentradi® 0,5 a 2 cellules/puits ou dans de
boites de culture 6 puits & des concentrationsotsemtes de G 10 cellules/puits. Les
clones résistants a la généticine sont conservésmnatysés en microscopie de
fluorescence.

6. Test de viabilité

Par MTS: La viabilité cellulaire est déterminée a l'aida test CellTiter 96® AQ

(Promega). Ce test est basé sur la déterminatidadrité mitochondriale. Les cellules sont
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ensemenceées en plaque 96-puits dans les condittwnsales de culture et incubées avec des
composés pendant des temps variables. Puid, @ MTS [3(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-
carboxymethoxyphenol)-2-(4sulfophenyl)-2H-tetraaoii inner salt] sont ajoutés a 10i0de
milieu dans chaque puits. La plaque est incubéegrenti4 heures a 32. La DO 49, est
déterminé par un lecteur de microplaque Wallacb&tebance a 492 nm reflete la quantité de
cellules vivantes dans chaque puits, via I'actidiéd’enzyme déhydrogenase mitochondriale.

Par le bleu de trypan La coloration au bleu de trypan est une méthodeottgation des
cellules mortes. Cette méthode est courammensésiliors de numération cellulaire. Les
cellules en suspension sont diluées 1:1 (v/v) as@ation de bleu de trypan 0,4%. Les
cellules sont comptées grace a une cellule de Bl Les cellules non colorées
représentent les cellules vivantes.

7. Synchronisation des cellules
Les méthodes suivantes sont appliquées pour symskrdes cellules:

a. Synchronisation G1/S par double blocage thymidine :

Les cellules sont exposées dans le milieu complgtrésence de 3 mM thymidine. Apres
20 h, la thymidine est enlevée par lavage au PBAeset les cellules sont incubées dans du
milieu de culture complet pendant 10 h. En suitedauxiéme blocage thymidine est réalisé
dans les mémes conditions pendant 18h. Les celddet ensuite mise en culture dans du
milieu complet.

b. Synchronisation cellulaire par carence en sérum :

La synchronisation cellulaire par carence en seéutilise le fait que les cellules ont
besoin de facteurs de croissance pour initier yasheses. En absence de sérum les cellules
sont bloquées en phase GO/G1.

Les cellules sont synchronisées par le milieu s@mem pendant 48h, puis, remises en
milieu complet pour ré-initier le cycle.

c. Synchronisation cellulaire par carence en sérum bymidine

Nous combinons ces deux méthodes de synchronisatiamence en sérum et thymidine
pour obtenir les cellules en phase S. Les cellateg synchronisées, dans le milieu sans
sérum, pendant 48 h. Ensuite, elles sont misesldangieu complet avec de la thymidine (3
mM), pendant 20 h avant I'attention des composés.

d. Synchronisation en mitose par I'ajout de Nocodazole de Taxol.

Les cellules sont exposées dans le milieu complgirésence de Nocodazole @g/ml
(Sigma) ou de Taxol 33 nM (Sigma). Apres 12-18Itgyele cellulaire est arrété en Mitose a
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cause du blocage de l'inhibition de la polymérmat{Nocodazole) ou la dépolymérisation
(Taxol) des microtubules.

8. Analyse du cycle cellulaire par Cytométrie de Flux

Les cellules éventuellement synchronisées et émip@ar des composeés sont récoltées, puis
lavées avec du PBS froid. Aprés avoir récolté hiles, celles-ci sont lavées avec du PBS
froid, puis fixées par de I'éthanol 70% froid pentd heure. Elles sont ensuite incubées avec
une solution colorante incluant de la RNase A seates de DNase (0,2 mg/ml) et du iodure
de propidium (50ug/ml) dans du PBS, pendant 30 minutes, 8C37.es cellules sont
analysées au FACScan (Beckton Dickinson). Le cydiulaire est déterminé grace au
logiciel Cell Quest.

9. Culture cellulaire en 3D (sphéroide)

Nous avons utilisé la technique de la goutte-petedgmour créer des sphéroides de
diamétre semblable. Une goutte (A0 contenant 1 400 cellules H358 est mise sur le
couvercle d’'une plaque 24 puits, pendant 48 h.dpd®roides sont récupérés soigneusement
et mis doucement dans les puits tapissés d’'uneéheatdiagarose stérile et contenant fpdde
milieu de culture. La croissance du sphéroide ealuée suite a la mesure quotidienne de
deux diametres opposeés @t @). Le volume est calculé comme suit :

V = 3/4rx x rPour = 12V (d1 x d2)
Le rapport de croissance du sphéroide est calarléVvpVo)/Vo avec Vo — volume de

contrble ; V - volume au jour de la mesure.

I ‘ k@) k@) (\@) || Figure 22 : lllustration de I'obtention

de sphéroides par la technique de la
goutte pendante.
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Chapitre 1V : TECHNIQUE D’'IMAGERIE DE
FLUORESCENCE

1. Immunofluorescence sur les cellules fixées

Les cellules sont ensemencées sur des lamellegrde disposées dans des plagues de
culture 24 puits contenant 500 pl de milieu deweltCes plaques sont maintenues en culture
au moins une nuit. Apres lavage au PBS les cellstgg fixées dans une solution de p-
formaldhéhyde 4% (Accustain Formalin Solution - BI& 15 min, a 37°C. Aprés deux
lavages de 5 min au PBS, les cellules sont perniggds par du PBS 0,2 % Triton X-100,
pendant 5 minutes, a température ambiante, pugs sthnt incubées avec de l'albumine de
sérum bovine (BSA 0,2 mg/ml) pendant 15 minutesnd@pérature ambiante. Les cellules sont
alors mises successivement en présence de |'p#ipoimairg(dilué dans le tampon 1) puis
de l'anticorps secondaire couplé a un fluorochr¢hanpon 1) pendant 30 a 60 minutes, a
température ambiante. L'excés d'anticorps estdimpar 3 lavages PBS contenant 0,2 % de
Tween 20. Le marquage de I'ADN s'effectue en inoules cellules 10 minutes dans une
solution de Hoechst 33342 (1 ug/ml)/PBS (Sigmahawsontage dans du liquide de montage
pour microscopie de fluorescence (DakoCytomation).

Pour les sphéroides, le protocole est réalisé comirdessus sauf les temps d’incubation
modifiés ainsi: fixation pendant 30 minutes, peabiksation pendant 30 minutes et
saturation pendant 1 h. L’anticorps primaire esubé toute la nuit a°€ et les marquages
fluorescents pendant 1 h.

Les acquisitions sont réalisées sur un microscopéocal ZEISS 510. Les lasers utilisés
sont I’Argon pour une excitation a 488 nm, I'Helithi&on pour une excitation a 543 nm et le
biphoton Titanium (Tsunami) pour une excitation Hafonique a 720 nm (Hoescht). Les
images sont analysées a l'aide du logiciel LSM 510
2. Suivi de cellules vivantes

Les cellules sont ensemencées sur des plaques kabTend lamelle (NUNC). Les
cellules sont maintenues a°87et 5 % de C@pendant toute la durée de I'expérimentation.
Les acquisitions sont réalisées avec un objeadu PlanApochroma 40x sur un microscope
confocal ZEISS 510. La puissance du laser Argooif@kon de la GFP a 488 nm) varie de 1

a 5 % de la puissance maximale.
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Table 9 : Liste des anticorps primaires utilisés par les expériences en western blot et
immunofluorescence

Anticorps primaire Dilution IF Dilution WB Espece Provenance
Anti-o tubuline 1/2 500 1/4 000 Souris Sigma
Anti- actine 1/5 000 Souris Sigma
Anti-H2AX Ser139-P 1/2 000 1/2 000 (3h) Souris st
Anti-Chk2 1/1 000 Souris SantaCruz
Anti-Chk2 Ser516-P 1/1 000 Lapin UShbiological

1/8 000 Assay designe

Anti-Chk2 Thr68-P 1/10 000 Lapin Santa Cruz
Anti-AuroraA Thr288 1/1 600 1/1 000 (ON)| Lapin Cslignalling
Anti-Aurora B 1/10 000 Lapin Epitomics
Anti-Aurora B Thr232 1/1 000 lapin Stressgen
Anti-tubuline acétylée 1/5 000 Souris Sigma
Anti-MPM2-P 1/1 000 Souris Upstate
Anti-H3K9 acétylée 1/5 000 lapin Upstate
Anti-H3 Serl10-P 1/2 000 1/2 000 Lapin Upstate
Anti-H3 Ser28-P 1/2 500 Lapin Upstate
Anti-H2B 1/2 500 Lapin Upstate
Anti-CenP-A Ser7-P 1/1 000 Lapin Cell Signaling
Anti-MKLP1 1/100 Lapin Santa Cruz
Anti-humain centromere 1/2 000 Humain Immunovision

(ON, toute la nuit ; WB, western blot ; IF, immuhafrescence, P : protéine phosphorylée)

Table 10 : Liste des détails des anticorps secondss utilisés pour western Blot et
immunofluorescence

Anticorps secondaire | Dilution IF | Dilution WB Espece Provenance
Couplé Alexa488 1/500 Chévre Molecular probes
Couplé Alexa546 1/500 Chévre Molecular probes
Couplé Hylite555 1/500 Cheévre Anaspec

Couplé Hylite 647 1/500 Chévre Anaspec
Anti-humain 1gG 1/200 Cheévre Gene Tex

Couplé HRP (souris) 1/5 000 Mouton Roche

Couplé HRP (lapin) 1/5 000 Ane Roche

(WB, western blot ; IF, immunofluorescence)
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Chapitre V: TECHNIQUE IN VIVO

1. Souris "nude”

Des souris femelles Nude swiss (4 semaines) onfoéidies par Iffa Credo, Marcy
I'Etoile, France. L’adaptation a la nouvelle ambianie I'animalerie dure une semaine. Elles
sont maintenues dans des conditions confinées.

2. Xénogreffe de cellules

Pour créer la tumeur, les cellules de la lignée 8&H8b HL-60 ont été lavées et
resuspendues dans du PBS stérile. Elles ont é@ngéss avec du matri-gel sans facteur de
croissance (1:1, Beckton Dickinson), elles sonugesnjectées aux souris par la voie sous-
cutanée, dans la région dorsale a raison de dlionslde cellules dans un volume de 0,2 ml.

3. Etude de croissance tumorale

Des tumeurs sont établies apres 5 jours d'injecti@s souris dans chaque cage sont
divisées au hasard en 4 groupes, le volume moyeudeeurs étant semblable dans chaque
groupe. La croissance tumorale est évaluée sldtengesure hebdomadaire de deux diametres
opposés grace a un pied a coulisse. Le volumekstlé comme suit :

V = d:? x d, oU d, correspond & la largeur etalla longueur du nodule

Les animaux sont pesés chaque semaine. Au termé&xqeerience, les souris sont
autopsiees et différents prélevements analysés,(&aagrein, tumeur).

4. Traitement

a. Par C1 et Etoposide sur les xénogreffes de celliH&s8

Quatorze jours apres I'établissement des tumeuss caules H358, les souris sont
injectées avec C1 ou avec Etoposide ou avec lesdtegues ou avec le véhicule. Les souris
recoivent 24 injections de C1 (16@ pour 20 g de souris dans le véhicule (PEG300/DMSO
16 %) 4 fois par semaine ou avec le véhicule deallmoitié des souris a recu 3 injections
d’Etoposide (1 mg/souris/injection). Le volume daeseurs est mesuré une fois par semaine.

b. Par C1 et Etoposide sur les xénogreffes des cedliHe 60

Les souris sont traitées chaque jour par C1 (15 joonsécutifs par 160y de C1 pour 20
g de souris dans le véhicule PEG 300/DMSO 16 %)par intra-péritonéale. Le traitement
commence cing jours apres I'établissement des tusnduois injections d’Etoposide (100
pg/souris/injection) sont réalisées aux jours 5etlQ7. Les souris contrble recoivent soit le

veéhicule, soit Etoposide soit C1. Le volume desdurs est déterminé au cours du temps.
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c. Par C21 sur les xénogreffes des cellules HL60
Les souris portant des xénogreffes HL60 sont waitépar voie intrapéritonéale
quotidiennement. Le traitement commence cing jeyres I'établissement des tumeurs. Les
souris recoivent 17 injections, soit le véhiculeSP&it C21 (5 pg pour 20 g de souris soluble

dans PBS). L’évolution de volume des tumeurs egraénée au cours du temps.
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Chapitre VI : TAMPON

1. Biochimie

Tampon de charge Laemmli 6X:

10,3 % (v/v) de SDS

36 % (v/v) de glycerol

5 % (w/v) de B-mercaptoethanol

1,2 % (w/v) de blue de bromophenol

0,35 M de Tris (HCI), pH 6,8
Tampon de migration 10X (1L)30,2 g de Tris base, 188 g de Glycine, 10% (V%S
Tampon |: 0,2 % (v/v) de Tween 20, 10 % (v/v) de sérungdiau dans PBS
Tampon Il : 0,2 % (v/v) Tween 20, 1 % (w/v) de lait écrénaisl PBS

Tampon de lavage0.05 % (v/v) Tween 20 dans PBS

2. Immunofluorescence

Tampon | : PBS supplémenté avec 10 % de sérum de veay @b (v/v) de Tween 20
Perméabilisation: 0,2 % (v/v) Triton X-100 dans PBS

Saturation: BSA 0,5 mg/ml dans PBS

Tampon de lavage0,2 % (v/v) de Tween 20 dans PBS
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Partie |
COMBINAISON D’'UN INHIBITEUR DES KINASES AURORA, C1,

AVEC DES AGENTS DE DOMMAGE A L'ADN

Nous avons identifié les benzo[e]pyridoindoles candes nouveaux inhibiteurs des
kinases Aurora ; la molécule C1 est la plus adiwda série comme le montre les travaux de
Hoang (Hoang, Favier et al. 2009 et these 2008hsk&tte partie, nous avons exploité le
potentiel de la molécule C1 dans des applicationsaitements combinés en se basant sur la
spécificité restreinte mais multiple de cet inkebit La majorité de ces données sont
présentes dans l'article Vu et al, reproduit erdBnmanuscrit.

I. Le composé C1 inhiban vitro a la fois les kinases Aurora et les kinases du poide
controle CHK1/2

In vitro, les IC50 d’inhibition des kinases Aurora par @htsde I'ordre du nanomolaire
(nM) donc semblables a ceux trouvés pour VX-680,inimbiteur de référence pour les
kinases Aurora (Hoang, Favier et al. 2009).

Les essaifn vitro indiquent que C1 inhibe a la fois les kinases Aaurer les kinases du
point de contréle (CHK)Tableau 11J). Les IC50 pour les kinases Aurora B et CHK2 soig
semblables. Ces données suggerent que I'on paebemdte facon simultanée les deux kinases
dans un environnement cellulaire.

Tableau 11 : Efficacité comparée de C1 et VX-68(n vitro

Kinase IC50 C1 (nM) IC50 VX-680 (nM)
Aurora A 61 13
Aurora B 31 37
Aurora C 124 117
CHK1 224 Sup 1000
CHK2 29 Sup 1000

(Les valeursin vitro, d’IC50 d’inhibition de I'activité kinase sont ifguées pour cing kinases ciblées par C1. En
comparaison, les valeurs d’IC50 obtenues avec VX6&ur les mémes kinases sont aussi notées. Lagases
d’IC50 pour les deux composés sont faites dans mé&meditions, et en duplicat. IC50, concentratioimbant

50 % de Il'activité kinase).

Il. C1 cible in cellulo la kinase CHK?2

Nous avons montré que C1 inhibait la phosphorytatie la sérine 10 de I'histone H3 et
induisait la sortie de mitose par inactivation dcanp de contréle du fuseau, ces effets sont
caractéristiques de l'inactivation d’Aurora B (HgarFavier et al. 2009). Une question se

pose : Est-ce que C1 pourrait aussi cibler CHKZdes cellules ?
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CHK2 est activée et phosphorylée sur la thréeon$@3FK2-Thr68) par ATM suite a des
dommages a I'ADN. CHK2-Thr68 phosphorylée s’homaglise, entrainant la trans-
activation des autophosphorylations des thréoni888 et 387 ainsi que la cis-
phosphorylation de la sérine 516. Donc, les nivedeiphosphorylation de la thréonine 68 et
de la sérine 516 refletent l'activité kinase de CHfkigure 17, partie Introduction). Un
moyen d’activer CHK2 est I'action des agents de uhaiges a ’ADN.

Réponse aux drogues anti-tumorales

Nous avons veérifié si C1 pouvait modifier la réponeellulaire aux drogues anti-
tumorales connues comme les inhibiteurs de '’ADNotsomérase Il tel I'Etoposide. Les
cellules U20S sont traitées par Etoposide(¥) et mises en récupération en présence ou en
absence de C1 ({@M). Nous observons la phosphorylation de CHK2 eH@AX durant 28 h
de récupération Figure 23). L'Etoposide provoque des cassures sur I'ADN rduit
l'activation les points de contrble des dommagelABN. Nous avons observé que les
signaux de la phosphorylation de CHK2 sur la thig®68 (CHK2-T68-P) sont intenses dans
le contr6le montrant la réponse aux dommages aNAdDite au traitement par Etoposide
(Figure 23A). L'autophosphorylation de CHK2 sur la sérine 5&6t aussi détectée
parallelement a CHK2-T68-Hrigure 23A). Nous avons noté que ces marques sont encore
présente 28 h plus tard en absence de C1. Au @entles signaux de phosphorylation de
CHK2 sur les deux résidus sont moins forts en pigsaele C1 montrant que CHK2 est
rapidement déphosphorylée. Ceci suggere une batmdaveur des phosphatases dans ces
conditions. CHK2 n’est pas activée durant la récaip@n en présence de C1 (28 h aprés des
dommages). H2AX-Ser139 est détectée dans le traiterde I'Etoposide mais diminue
rapidement en absence de C1 et lentement en senpeébigure 23A). La phosphorylation
d’'H2AX est faible a 28 h alors que CHK2 est actitrés fortementRigure 23A, 28 h).

Les differences de signaux de H2AX-Serl39 phospéerysont illustrées par des
expeériences d’'immunofluorescenc&igure 23B). Dans le contréle, H2AX-Serl39 est
ponctuée, elle est intense tandis que la distohutist homogene en présence de dufe
23B, 24 h de récupération). Pour étudier I'applicatpmssible de ces données, nous avons
vérifié si C1 pouvait empécher la réparation debDMdans les cellules n’exprimant pas p53.
Les cellules H358 sont traitées par I'Etoposidenete en récupération en présence ou en
absence de C1 pendant 4 h, 20 h et 28 h. La cieétiju dépdt de H2AX-Serl39
phosphorylée est clairement différente dans lex deaditions. Apres 28 h de récupération,
le signal de H2AX-Ser139 phosphorylée est enca® fiort en présence de C1 tandis qu'il

diminue et apparait ponctué dans le contrbigure 23B). Les histogrammed-{gure 23B)
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indiquent que dans les deux lignées cellulaireghlasphorylation de H2AX est fortement
maintenue en présence de C1 jusqu'a 24 h (U2033 &t (H358) aprés le traitement tandis
gu’elle revient pratiguement au niveau basal dansadntrole. Ceci montre que C1 inhibe
aussi la réparation de ’ADN dans les cellulesaéfite en p53.

Ces résultats prouvent que C1 inhibe l'activitéai#eK?2 in cellulo suite aux dommages a
I’ADN induits par un inhibiteur de Topoisoméras&tbpside.

A

Traitement  Controle EC1 c1
Temps de récupération To 4h 21h 28h
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Figure 23 : C1 cible CHK2in cellulo suite a des dommages double-brin de 'ADN

b

® oEEx AR = oEE EEE

Control Cl

A Les cellules U20S sont traitées par Etoposide (M) et mises en récupération en présence (+GCBno
absence de C1 (-C1). Différents marqueurs sonisssiir les extraits cellulaires par western blatptactine est
utilisée comme contrdle interne. La variation det@sphorylation de CHK2 sur la thréonine 68 (CHKGB-P)

et la sérine 516 (CHK2-S516-P) est détectée. Lggrasix de H2AX-Serl139 sont plus élevés quand CHK2 es
inhibée, suggérant une réparation de 'ADN moiric@te en présence de C1.

B : Une expérience similaire est réalisée par imoflunrescence sur les cellules U20S et H358. Leauvde
H2AX-Ser139 est visualisé par le fluorochrome rogbglite 546, partie gauche) et quantifié (partimitk,

histogrammes). Les étoiles illustrent I'intensi& ld2AX-Ser139. L’ADN est marqué par le Hoescht 338dn
bleu).
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lll.  Effet du traitement combiné (C1 plus Etoposice) sur les cellules H358

1. En monocouche

Afin de vérifier I'efficacité du traitement combirf&toposide + C1), nous avons mesuré la
viabilité des cellules. Les cellules sont traitgas Etoposide (5 M) pendant 24 h avec ou
sans C1 avant une étape de récupération de 48ns.d@a conditions, 85 % des cellules sont
viables suite au traitement par I'Etoposide, 68itesau traitement par C1 et seulement 49 %
suite au traitement combin&igure 24). Les deux traitements s’additionnent puisque nous

attendons environ 58 % de cellules vivantes sefeds sont cumulatifs.
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Figure 24 : Efficacité du traitement combiné sur Is cellules H358

Viabilité (en %)

Les cellules H358 recoivent individuellement I'Etside (5 pM, pendant 24 h suivi d’'une récupératians le
milieu) ou C1 (1 puM, pendant 72 h). Dans le tragaincombiné, elles sont traitées en méme temps par
Etoposide et C1 pendant 24 h et ensuite, sont reiseécupération en présence de C1. La viabilitalage est
notée aprés 72 h. La valeur théorique est caladéame suite : % C1 * % Eto/100. Nous avons obteneftet
additif du traitement combiné (Etoposide et C1).

2. En 3-dimension (3D) ou sphéroides

Pour avoir des cultures a long terme et approchegdnisation tumorale, nous avons
adapté le modele tumorale muticellulaire ou sphiraiux cellules H358. Nous avons observe
la croissance des sphéroides pendant environ 12 jigure 25C, losanges bleus). La
structure des sphéroides est mise en évidence ghacehalloidine marquée rhodamine et les
cellules mitotiques sont détectées par la phospdittog de I'histone H3. Les observations en
microscopie de fluorescence indiquent que les sjtés obtenus sont réguliers (diametre
supérieur a 470 unkigure 25A). Ces sphéroides sont toujours en expansion palisqus
détectons des cellules mitotiquésgure 25B). Ces cultures en 3D conviennent pour tester
I'efficacité des drogues. La variation de croisgapst mesurée suite aux traitements par C1,
Etoposide, Etoposide plus C1. C1 diminue la croissgpendant 4 jours puis, il semble que

son efficacité diminue et finalement, les sphérsigdent un tiers plus petits que les contrbles
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(Figure 25C, triangles verts). L’Etoposide réduit plus effieatent la croissance des
sphéroides (ratio de croissance de 1 comparé a8 lda contrdles Figure 25C, carrés
roses). L’Etoposide plus C1 empéche le développedensphéroides et cet effet est observé
durablement jusqu’a 11 jour&igure 25C, a droite, ronds orange). Les drogues combinées

permettent de stabiliser la taille des sphéroidais me les détruisent pas.
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Figure 25 : Efficacité du traitement combiné sur I sphéroides H358
A et B : Les sphéroides sont créés avec les celldB58 et sont maintenus en croissance pendanut? jLeur
croissance est exprimée par le rapport de croissglieVVo)/Volou Vo est le volume de départ). Ledldes
proliférant sont détectées par immunofluorescemee an marqueur mitotique (H3S10). L'actine esedtée
par la phalloidine marquée rhodamine et le noyaac d& Hoescht 33342.
C : Les sphéroides sont traités par Etoposide augd5 uM) pendant 24 h soit en présence soitserace de
C1 (1 uM). Dans le contréle, Etoposide et C1 stiskats. Les fleches indiquent I'addition ou I'edment des
drogues. L'Etoposide (carrés roses) et C1 (triamglerts) diminuent la croissance des sphéroides taai
combinaison (points orange) empéche plus efficaoerte développement des sphéroides. Le contréle est
représenté par des losanges bleus.

3. Chez les souris « nudes »

Nous avons évalué le traitement combiné sur leogréffes cellulaires. Les souris
« nudes » portant des tumeurs H358 établies dejmuis semaines sont traitées par C1 ou
Etoposide ou Etoposide plus Cl1 ou veéhicule et iégs par voie intrapéritonéale. La
croissance tumorale au jour 56 est représentéegiague animal dans Egure 26. Dans
les conditions de I'expérience, C1 est efficacewsw seule tumeur tandis qu’une tumeur se
développe plus rapidement que le contrble, sugg€emparition possible de résistances. Le
rapport moyen de croissance tumorale est de 6,7 Ipsisouris traitées par C1 a comparer a

4,8 pour le controle. L'Etoposide a un effet mogd@ruésque nous mesurons un rapport moyen
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de croissance de 3,6 et les meilleurs résultats soteés pour le traitement combiné. Le

rapport de croissance tumorale est réduit a 2,1 lpswgouris ayant recu Etoposide et C1.

Contrdle

Etoposide

Eto+ C1

0 5 10 15 20
"""""" Moyen de contrile (VE-Vo)'Veo

Figure 26: Efficacité du traitement combiné sur lexénogreffes de cellules H358 chez les

souris « nudes ».
Le traitement combiné est testé chez la sourisde muportant des tumeurs H358 aggressives. 14 ppnes
I'établissement des tumeurs, les souris sont iégcavec C1 (vert) ou avec Etoposide (rose) ou lagedeux
drogues (orange) ou avec le véhicule (bleu). Lesisoecoivent 24 injections de C1(160 pour 20 g de souris
dans le véhicule PEG300/DMSO 16 %) quatre fois §mnaine par voie intrapéritonéale ou le véhicule
seulement. La moitié des souris a recu 7 injectdiBsoposide (1 mg/souris/injection). Le volume deseurs
est mesuré une fois par semaine et le ratio desance est montré pour chaque tumeur individaellpur 56.
Vo est le volume au jour 14. Les valeurs moyenpes isdiquées par les lignes pointillées.

Les résultats indiquent un bénéfice de la combomait’apparition probale de résistance
chez une souris traitée par C1 pourrait indiques tp traitement ne doit pas étre aussi
répétitif. Toutefois, les traitements ont commeguénd les tumeurs étaient bien établies (30
mm® en moyenne) et trés rapidement nous avons conkatécrutement de vaisceaux
sanguins par la tumeur. Le point tres positif et tos traitements répétitifs par C1 n'ont pas
induits d’effet adverse. Nous pouvons conclure Glieest peu ou pas toxique pour I'animal.
D’autres évaluatiom vivo sont nécessaires pour évaluer l'interét de la coaiddn.

Les résultats obtenus ont montré que la combinaisoifiEtoposide et C1 donne une
meilleure efficacité que l'utilisation du composésgividuellement dans le traitement. Cette
application est efficace sur les trois modéles elhiles H358 étudiés, méme si les effiets
vivo semblent modérés dans ce systeme de xénogreffes.

IV. Comparaison de [lefficacité du traitement comlné sur différentes lignées
cellulaires

Nous avons comparé les effets du traitement pardside et C1 sur trois lignées
cellulaires différentesHigure 27A). Les cellules sont traitées comme précédemmemt. L
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concentration d’Etoposide est adaptée a chaqueeligogr obtenir approximativement 20 %
de mort cellulaire au jour 3. Dans le cas de HLUfys avons observé un pourcentage élevé
de cellules vivantes suite a chaque traitementviddel : 91 % pour C1 et 88 % pour
Etoposide. En conséquence, nous attendions 80 %ellides vivantes suite au traitement
combiné et nous n’avons observé que 51 %. L'impéet observé est donc plus efficace
gu’attendu. Des résultats similaires ont été obseavéc la lignée U20Figure 27A). Nous
observons un effet synergique dans les lignées UROISL60 et un effet additif pour les
cellules H358 Figure 27A). Les effets additifs pour H358 et synergiquesrgdOS sont
retrouvés a toutes les concentrations d’Etopogsiees en combinaison avec Eig(re 28).

En présence d’'Etoposide et C1, nous constatondegugommages a I’ADN, au jour 1,
sont plus importants dans les cellules H358 et H§66 dans les cellules U208idure
27B). Les signaux H2AX-S139 phosphorylée sont tressfdans les cellules H358 et HL60
traitées. Ceci montre que les dommages sont efficdesnent présents, au jour 1, dans ces
deux lignées. Inversement, cette phosphorylatisen¢ au niveau basal dans les cellules
U20S aprés 1 jour du traitement. En fait, suitded dommages a I'ADN, les cellules
exprimant p53 comme U20S réparent I’ADN ou meurent.

Pour comprendre les différences d’efficacité, nausns observé la répartition dans le
cycle cellulaire des cellules résistantes suitedehXle traitement et 48 h de récupération
(Figure 27C). Les populations cellulaires H358 traitées par €Imblent étre insensibles a
C1 (comparer C1 avec le controle et Etoposide, &teposide plus C1 dansfagure 27C).
Nous n’avons pas obtenu une population de celleiepolyploide comme dans les cas de
cellules U20S et HL60. Néanmoins, nous avons trdav@upart de cellules H358 traitées
par Etoposide (66 %) ou Etoposide et C1 (62 %) 2iMGCeci montre que I'Etoposide cause
des dommages notables et ensuite induit un fat arr G2/M dans les cellules H358.

Inversement, dans le cas des cellules U20S, Citinda augmentation importante de la
polyploidie (31 %) tandis que 39 % des cellulest stitectées en Go/G1 et S. Nous avons
noté que I'Etoposide induit la mort cellulaire ddes cellules U20S et le traitement combiné
augmente considérablement cette population subt@@eent la progression dans le cycle.

La situation observée dans les cellules HL60 estessante. C1 induit une augmentation
importante de la population > 4N tandis que la pafah 2N est limitée. Néanmoins, la
polyploidisation n’induit pas la mort cellulairercal % des cellules sont encore vivantes au
jour 3 (Figure 27A). Le point de contrdle G2/M est activé par leteaient Etoposide et une
augmentation de la population apoptotique est @BserNous avons observé la claire

contribution de chaque composé dans le cas Etopesid&é combiné. Les cellules entrent en
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mitose avec des dommages et puis sous l'effet dec€4l cellules deviennent polyploides
(Figure 27C). A terme, 49 % de ces cellules polyploides avex dbmmages a ’ADN sont
mortes au jour 3Kigure 27A) et seulement 10 % des cellules sont en GO/G1 et S

Pour identifier les meilleures applications de tagements combinés, nous avons testé
différentes lignées cellulaires. Finalement, nousna trouvé que la combinaison est additive
dans les cellules H358 et synergique dans leslegllu20S et HL60. Nous notons que dans

la lignée HL60 trés peu de cellules cyclent apeésditement combiné.
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Figure 27 : Efficacité du traitement combiné sur Is différentes lignées cellulaires
Nous avons comparé les devenirs des trois ligndledaires suite aux traitements par Etoposidelet C
A : Pourcentage de viabilité cellulaire suite auiédents traitements. Un effet additif est obteawec les
cellules H358 et un effet synergique avec les EdlW20S et HL60. Les valeurs théoriques sont ¢adsu
comme suit ; % C1 * % Etoposide/100. Les conceiotnatd’Etoposide utilisées sont u®1 pour H358, 1QuM
pour U20S et 500 nM pour HL60.
B : Le niveau des dommages de I'ADN au jour 1 ésialisé par le niveau d¢i2AX. H2B est utilisée comme
contrble interne. H2AX est fortement phosphoryléagiles cellules H358 et HL60 alors qu'il est revem
niveau basal dans les cellules U20S.
C : La répartition dans le cycle cellulaire des ylapons résistantes est représentée aprés 24rhitlament et
48 h de récupération. Le pourcentage des événemansschaque phase est indiqué pour chaque traitezhe
chaque lignée cellulaire.
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Figure 28: L’efficacité du traitement combiné sur ks lignées H358 et U20S
Pourcentage de viabilité cellulaire suite aux défés traitements. Les cellules H358 (A) et U203 g@nt
traitées par Etoposide (5-35 uM, E) ou C1 (1 puMEboposide plus C1 (EC1) ou DMSO (Contrdle). Ureeff
additif est obtenu avec les cellules H358 et uptesf/nergique avec les cellules U20S et HL60. Lasurs
théoriques sont calculées comme suit : % C1 * %p&ime/100.

V. Réponse des cellules HL60 au traitement combiné
Au vu des premiers résultats obtenus avec leslegllL60, nous avons essayé de décrire

les conséquences cellulaires de la combinaison@aosntexte cellulaire.
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1. Sensibilité des cellules HL60 a I'Etoposide

Afin de déterminer la meilleure concentration d’Eisigle sur les cellules HL60, nous
avons caractérisé I'évolution des populations tales durant la récupératiofigure 29).
L’étude des conséquences sur le cycle cellulatt@ire que les concentrations de 1 et 2 uM
activent les points de contréle GO/G1 et G2/M euisent une apoptose significative. Notre
but est de travailler a la dose minimale efficad&aposide, nous choisissons le traitement a

1 uM d’Etotoposide en combinaison avec C1 pouneealla réponse des cellules HL60.
50 -
H Control
EEto 0,5 nM
MEto 1 pM
OEto 2 nM

[ L e
= = =
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Figure 29 : L’effet de différentes concentrations tEtoposide sur les cellules HL60
Les cellules HL60 synchronisées en GO/G1 song&gaipar Etoposide (0,5, 1 et 2 uM) pendant 24nhisds en
récupération pendant 24 h avant d’analyser le cgelkilaire par Facs. Le pourcentage de chaqueeptias
cycle est indiqué : < 2N représentant les cellalespoptose, 2N pour les cellules en GO/G1, S lesucellules
en phase S, 4N étant des cellules en G2/M et >4i Ipe cellules polyploides.

2. Incellulo

Nous avons étudié la répartition des populationtuleges HL60 au cours du cycle
cellulaire a deux temps différents. Les cellulest synchronisées et traitées par Etoposide (1
uM, 24 h) ou C1 (uM) ou Etoposide plus C1 (24 h) puis mises en ré@imh pendant 24 h
ou 48 h avec ou sans C1. L'évolution des populatiaprées 48 h et 72 h de traitement est
représentée dans Fgure 30. Nous avons observé que I'Etoposide induit 'a@&{M et que
ces cellules entrent progressivement en apoptasecellules traitées par C1 sont fortement
polyploides apres 48 h de traitement et une |égegmentation de cette population est
observée aprées 72 h. Les fractions en GO/G1, S8 Gont presque inexistantes aprés 72 h
de traitement par C1. Il y a une petite proportiencellules apoptotiques. Dans le traitement

combiné (Etoposide + C1), les cellules sont areetée G2/M et progressent soit vers
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'apoptose soit vers la polyploidisation. Il n'youe 15 % des cellules qui sont en phase
GO/G1 et S alors que 30 % des cellules sont mortes.
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Figure 30 : Analyse des réponses des cellules HL&0 traitement combinéin cellulo au
cours du cycle cellulaire

Les cellules HL60 synchronisées en GO/G1 sortégaipar Etoposide (iM) et/ou avec C1 (M) et mises en
récupération en présence ou en absence de Cl.lltiévodu cycle cellulaire (48 h et 72 h) est asély par
FACS et représentée par des histogrammes. Chaqueeqa illustre le cycle cellulaire suite a diffésen
traitements a 48 h et 72 h et le pourcentage dguehphase du cycle est indiqué : < 2N représetaartellules

en apoptose, 2N pour les cellules en GO/G1, S leswellules en phase S, 4N étant des cellules2éi &t >4N
pour les cellules polyploides.

3. Invivo

En prenant en compte le fait que les cellules Hé@@ tres sensibles a I'Etoposide et que
toute la population répond au traitement, nous s\a@tidé de tester cette combinaison chez
la souris portant des xénogreffes. Les souris sordomisées, dans les différents bras sur la
base de la taille des tumeurs et ce, 5 jours agmetablissement. Elles sont traitées chaque
jour par C1 ou le véhicule et la moitié d’entreesltecoivent trois injections d’Etoposide. Les
tumeurs se développent de maniere exponentielle lgsesouris contrdleF{gure 31). Les
traitements Etoposide et C1 séparément diminuem® p@xpansion tumorale alors que les
tumeurs n’évoluent pratiquement pas chez les sdraies par I'Etoposide plus C1. Les
différences trouvées sont significatives (test tlelent p < 0,001) aux jours 38 et 42. Des
effets a long-terme sont notés car les derniéresimas sont faites 21 jours apres la derniere

injection. Aucun effet défavorable n’est observécases concentrations d’Etoposide réduite.
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Toutes les souris ont été autopsiées et pesées. MNawons noté aucun signe apparent de
toxicité du produit ou de la combinaison, a I'exti@p d’'une inflammation de l'intestin chez
deux animaux. Comme le suggérait les donngesellulo, le traitement combiné est tres

efficace pour empécher le développement des xéffiegidL60.
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Figure 31 : Efficacité de la combinaisornn vivo

Les souris sont traitées chaque jour par C1 (1isjoansécutifs par 160g de C1 pour 20 g de souris dans le
véhicule PEG 300/DMSO 16 %) par voie intra-péritleé La barre en bleu en bas représente la durge de
traitements. Le traitement commence cing jourssapéablissement des tumeurs. Trois injectionstapBside
(100 pg/souris/injection) sont réalisées aux j&yrs0 et 17 (fleche rouge en bas). Les souris éntegoivent
soit le véhicule (V, losanges bleus), soit Etopes{if+Eto, carrés roses) soit C1 (C1, triangles s)eitte
traitement combiné est représenté par les poiatsger. Le volume des tumeurs est déterminé au doutsmps

(en jour). Les étoiles orange indiquent les donrgasstiquement significatives déterminées partast de
student (p < 0,001 pour deux les derniers points).

VI.  Devenir des cellules H358 suite au traitementoenbiné

Afin de comprendre pourquoi les effets de la comision sont soit synergiques soit
additifs, nous avons suivi dans le temps des ealltilorescentes en conditions normales de
culture. Nous concentrons sur les cellules entantitose aprés 72 h de traitement car C1
influence surtout la mitose. Nous nous situons desisnémes temps que le Facs donc nous
suivons le devenir des populations 4N (du Facshdjwles échappent au point de controle
G2.

Les cellules H358 exprimant H2B-GFP sont représeeta de l'effet additif et les
cellules HeLa exprimant Suvivine-GFP sont un exeng@ réponse synergique (données non
présentées). Les cellules sont traitées dans leseméonditions que les tests de viabilité et

recoivent alternativement C1 ou I'Etoposide oudebinaison.
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- Quarante-huit heures apres le traitement, I'Etajmsie perturbe pas la mitose des
cellules H358 et HeLa{gure 32, BetE). Nous constatons la présence de deux cellules fill
comme le contrdle pour toutes les cellules sui{@@spour chaque ess&igure 32, comparer
A avecB etE).

- Les effets de C1 sont différents dans les deuxéégnComme nous l'avons rapporté
précédemment (Hoang, Favier et al. 2009), les esllbleLa ne se séparent pas en présence
de C1 et les cellules mere contiennent de nombmeigronoyaux. A I'opposeé, les cellules
H358 semblent passer le point de contréle du fydemaphase n’est pas compléte ; on note
un filament d’ADN entre les deux cellules fillesietfine, on observe des cellules polyploides
avec deux noyaux identiqudsigure 32C).

- La combinaison Eto et C1 conduit dans 10 % a ce esgvhénotype tandis que 90 %
des cellules H358 présenteront des micronoyaux.€efaigf ces cellules binucléées quand
elles rentrent en mitose, elles ne peuvent pasnguocette phase et elles entrent en
apoptose Kigure 32D). La situation est différente pour les celluled bleEn effet, dans les
cellules HelLa, 100 % des cellules mitotiques rep@a la fluorescence de la Survivine-GFP,
sont entrées en apoptose suite au traitement cor(fomée 32F).

La différence d’action de C1 sur les deux typesutates pourrait expliquer I'efficacité
différente de la combinaison. Ces données corroboes résultats d’analyse de cycle
cellulaire Figure 30). Reste a comprendre a I'avenir pourquoi le mddetidn de C1 dans

ces deux types cellulaires est différent et quaté s marqueurs prédictifs de ces réponses.
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Figure 32 : Devenir des cellules H358 et HelLa suitau traitement combiné

Les cellules H358 et HelLa exprimant de maniérelst&l?B-GFP et Survivine-GFP respectivement sont
traitées par DMSO (Contréle, A), Etoposide 5 uMd&BE), C1 1uM (C) et Etoposide plus C1 (D et F). La
progression mitotique de ces cellules est analys¥emicroscopie confocale (Zeiss LMS510) et par une
acquisition d’image en continu. Quelques cellulest ¥isualisées en transmission et les temps sdigués sur
chaque photo. A, B, C, et D représentent les @dltl358 cependant les cellules HeLa sont dansalesgaux E
etF.
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VII.  Autres combinaisons envisageables

Afin de commencer a décrire le champ d’applicaties traitements combinés avec C1,
nous en avons testé deux autres agents de domam#gEsN: I'Intoplicine, un inhibiteur des
topoisomérases | et Il sur les cellules HL60 eCisplatine sur les cellules HCC7Bigure
33). Les traitements sont similaires a ceux réalsésc I'Etoposide sur les cellules HL60.
Nous avons obtenu un effet synergique dans letngitt combiné C1 et Intoplicine sur les

cellules HL60 et additif sur les cellules HCC70 slémtraitement combiné C1 et Cisplatine.
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Figure 33 : Efficacité du traitement en combinaisorde C1 avec I'Intoplicine ou le
Cisplatine

Nous avons testé la combinaison de CLNI) avec I'Intoplicine (100 nM) ou avec le Cisplatiri2,5uM) sur
les cellules HL60 (A) et HCC70 (B), respectivemerd. valeur théorique est calculée comme suit : %+ @4

Intoplicine (ou % Cisplatine)/100. Le traitemenidainé donne un effet synergique sur les cellule§tHét un
effet additif sur HCC70.

VIII. Efficacité et intérét du traitement combiné
L’ensemble des résultats de viabilité suite augnaent combiné de C1 avec des agents de

dommage montre que la dose utilisée d’Etoposidetoglicine ou de Cisplatine peut étre
diminuée en conservant l'efficacité de I'agent dendhage a I’ADN. En combinaison avec
C1, la dose d’Etoposide nécessaire pour réduimaalgé la population cellulaire est 1,2 fois
plus faible pour les cellules H358 et 2,2 fois ptes cellules U20S et HL60. De méme
maniére, la dose d’Intoplicine est réduite par Addr les cellules HL60 et la dose de
Cisplatine est diminuée par 1,4 pour les cellul€CHO0 Tableau 12. Compte tenue de la

toxicité de ces agents de dommage a I'ADN, cedtaésisont extrémement prometteurs.
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Tableau 12 : IC50 de viabilité des cellules en préace d’un agent de dommage a
I’ADN (IC50 : la concentration inhibant 50 % de proliféra cellulaire)

Lignée Agents de dommage IC50 des agents IC50 de Diminution par
combinaison
H358 Etoposide 10M 8,6 uM 1,2
U20S Etoposide 16,2V 7,3 uM 2,2
HL60 Etoposide 1,1M 0,5uM 2,2
HL60 Intoplicine 275 nM 120 nM 2,3
HCC70 Cisplatine 3,14 yM 2,27 uM 1,4
HL60 Cisplatine 1,75 uM 1,5uM 1,2

IX.  Conclusion

La molécule, C1 a des concentrations nanomolaimége in vitro & la fois les kinases
Aurora et la kinase du point de controle de dommagBADN, CHK2. Apres avoir montré
I'action inhibitrice de C1 sur CHK2 dans les cedlsil nous avons étudié I'efficacité de cette
molécule dans le traitement combiné sur différefitgges cellulaires. Nous avons montré
gue C1 inhibe I'activité kinase de CHK2 dans dagrées cellulaires testée U20S et H358.
La combinaison de C1 avec les agents de dommag&sDal (Etoposide, Intoplicine,
Cisplatine) est plus efficace que le traitementcastes drogues individuelles. Nous avons
observé que l'effet est additif sur les cellules BIZ& HCC70, et synergique sur les deux
autres lignées en culture. Le traitement combintép@side + C1) empéche efficacement la
croissance des sphéroides établis a partir dele®lld358 mais aussi de xénogreffes de
cellules H358 et HL60. Des injections répétées tilenGnt pas induit d'effets adverses sur les
animaux suggérant une faible toxicité de cette oubé D'ou l'intérét de la combinaison qui
permet de diminuer les doses utiles d'agent de cgayara I'ADN.

D’autre part, ce traitement a été validé sur desblgistomes de patients en combinaison
avec les radiations (Nakano.l, communication perstie). Ces combinaisons : agents de
dommage a I'ADN et benzol[e]pyridoindoles type @htsprotégés par un brevet Molla,
Nakano, Nguyen, Vu (Référence : 10305403.7-211Qorabined treatment of cancer with
benzo[e]pyridoindoles and DNA-damaging agents sgydt européen déposé le 19/4/2010 et
éetendu a linternational le 19/4/2011. Ces résalsaint réunis dans un article en cours de
finalisation.

“The aurora kinase inhibitor benzo[e]pyridoindole rigets checkpoint 2: combined
cancer chemotherapy by simultaneous alteration ofitasis onset and DNA damage
defences

Vu H-L., Nguyen C-H., Favier B., Le T-T., & Molla.A
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Partie Il
ETUDE STRUCTURE /FONCTION DES MOLECULES DE LA
FAMILLE DES BENZO[E]PYRIDOINDOLES

l. Etude structure /fonction des molécules de la faille des

benzo[e]pyridoindoles

1. Introduction

Le criblage a haut débit a mis en évidence quaquus membres de cette famille étaient
des inhibiteurs potentiels du domaine kinase deorufHoang, Favier et al. 2009). Les
molécules les plus actives C1 a C4 sont notéeslddableau 13et leur activité est indiquée
a deux concentrations (15 puM et 1,5 uM). Par léesdé nouvelles molécules non présentes
dans la chimiotheque lors du criblage ont été ¢sstians le méme tdatvitro (voir Tableau
13). Il s'agit de la série 21 a 23.

La famille des benzo[e]pyridoindoles a une struettetra-hétérocyclique avec trois
chaines latérales différentes (Figure 34). Les oubds étudiées varient sur les groupements
R1 a R3.

Les résultats obtenuis vitro sur le domaine kinase avec les molécules 21 @2nment
l'intérét de la chaine en position 1 (perte sigaifive d’activité si on compare C3 et C1 et
forte activité de C21). Les composés C21 et C23 glus actifs que la molécule apparentée
dans la premiere série, C2. L'extension simultade@®1 et R3 par une longue chaine alkyle
n'est pas bénéfique pour l'activité d’Aurora kina§€®es molécules sont potentiellement des
inhibiteurs des Aurora kinases, mais elles n'ontintérét que si des effets cellulaires sont
observés comme dans le cas de C1. C’est pourqus aweons réalisé un crible cellulaire
d’inhibition d’Aurora B. La série de molécules & éitendue a toutes les molécules de la
famille synthétisée par Chi-Hung Nguyen.

Dans cette partie, nous étudions différentes maddcde la famille Benzo[e]pyridoles
pour mettre en relation la structure de la moléailées effets cellulaires. Ceci guidera le
travail des chimistes en identifiant le ou les gempnts d’intérét.
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Tableau 13 : Testin vitro avec des composés benzo[e]pyridoindoles

Molécule Inhibition du domaine
kinase d’Aurora A a la
Nom de la molécule concentration de
(en %)
15 uM 1,5 uM
C1
" 94 70
” s
c1 H
Cc2
} 90 57
cz B by
H.
C3
() 88 53
c3 M CH3
C4
1 H 81 45
c4 b
c21 100 70
c22
79 51
C23 100 68

Figure 34 : Forme générale de la famille bezo[e]pidoindole portant trois chaines
latérales (R1, R2 et R3)

102



2. Efficacité des molécules cellulo

Afin d’identifier une potentielle activité antimiigue parmi les 15 molécules de cette
famille, nous avons déterminé leur efficacité sarkinase Aurora B. L’activité kinase
d’Aurora B est évaluée par le niveau de phosphboyla en western blot et
immunofluorescence de I'histone H3 sur la sérineutOsubstrat connu d’Aurora B. L'effet
des composés est présenté en 2 groupes selorekuriNinhibition de I'activité d’Aurora B
(Figure 35 et 36.

Nous avons trouvé 6 molécules qui ont un effetdtéur sur l'activité kinase d’Aurora B
(Figure 35). Ces composés ont des capacités d’'inhibitiorédifites. Nous avons observé que
C1l et C14 inhibent fortement la phosphorylationl'tiestone H3 sur la sérine 10 car les
signaux de H3S10-P ne sont détecté ni en west@nnblen immunofluorescence. Les
composeés C2, C3, C4 et C12 sont efficaces, maisrveau moindre comparé a C1 et C14.

Les autres composésigure 36) n‘'ont pas d’action inhibitrice sur l'activité kaise
d’Aurora B. En leur présence la phosphorylatior’ldistone H3 sur la sérine 10 est détectée
avec la méme intensité que dans le contréle

En corrélant I'efficacité des composés avec lewrctiire, nous avons remarqué que le
groupe Oxo (= O) ou éther (-O-) en position 11 tes$ important pour inhiber l'activité
d’Aurora B puisque toutes les molécules inhibisigeortent un oxygéne en R3. En effet,
I'activité est abolie dans la molécule C21, alorselip est tres forte pour C14. La seule
différence entre ces deux composeés est la préskngeoupe Oxo en position 11. De facon
eétonnant, C21 qui inhibait tres fortement le domaimase d’Aurora (Tableau 13), n’est pas
efficace sur la kinase compléete. Les molécules €2223 sont elles aussi inefficaces sur la
kinase Aurora B compléte. Ces données mettent @erse la limite des tests et des
structures réalisés en restreignant les kinasemuadomaine catalytique. Par contre cela
indiqgue que C1 et C14 reconnaissent la kinase AuBodans sa conformation native. C22
donne un signal d’histone H3 phosphorylée réduiismous avons noté une forte diminution
du nombre de mitoses suite au traitement par cetiécule. C22 a trés probablement une
activité cellulaire mais distincte de la voie desasges Aurora.

L’analyse de ces résultats semble indiquer quedepg d’éther en position 3 est impliqué
dans l'inhibition d’Aurora B; par exemple, C5 difeede C2 par la position du groupe éther
(position 4 versus 3) et il en résulte une pertctivité. L'agencement des cycles modifie
'effet des composés de cette famille car C11 eb @érdent leur efficacité suite & une

modification sur les cycles A ou Figure 34 et 3§, méme en présence des groupes Oxo et
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éther en position 11 et 3, respectivement. La foemeroissant de lune décrite pour C1 est
donc essentielle pour I'activité (Hoang, Favieale2009).
La comparaison des molécules C14 et C2 permet ddurergue I'extension de la chaine

R1 favorise I'inhibition d’Aurora B.

Nom Molécule Western blot Cellule Niveau
mitotique d’inhibition de
I'activité
d’Aurora B
Controle C1
C1 H3S10  — +++
Actine G
Contrdle c2
H3S10 M s
C2
Actine S a—— t
Contrdole (€3
H3S510 S s
C3 . +/-
Actine (D S—
Controle C4
HISI0 S
C4 _ +/
Actine S S—- -
- 0 o Contréle C12
Cil2 "f’\" H3sl) . .
#coon Actine WD - +
COOH H
c12
"y
H;-[:" Controle C14
H3510 M-
Cl4 3 +++
14 H Actine D S
H CH

Figure 35 : Composeés inhibant I'activité d’Aurora Bin cellulo
Un western blot est réalisé a partir des extraits cellules U20S traitées par chaque composégM)l La
phosphorylation de I'histone H3 sur la sérine 10de&tectée a l'aide d’'un anticorps spécifique. Etedtion de
l'actine permet de contrbler la charge protéineroda B est responsable de la phosphorylation dstéhe H3
sur la sérine 10 donc les changements de cellefletent I'activité kinase d’Aurora B. (+) représetiinhibition
de l'activité d’Aurora B et (-) pour une absenceftitacité. La phosphorylation de I'histone H3 tausérine 10
(en vert) et 'ADN (Hoescht 33342, en bleu) sorgudlisés par immunofluorescence. Les faibles aétivie
sont pas mises en évidence en immunofluorescenceaes sommes en conditions saturantes d’anticorps
primaire.
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Nom

Molécule

Western blot

Cellule mitotiqu

2 Niveau d’inhibition
de l'activité
d’Aurora B

C5

Controle C5

H3s10

Actine

C7

or) H

Contrdle C7
H3510

—
Actine D

C8

O(CH,) ,COOH

H3S810

Actine

Cl1

Controle
H3810

Actine

C15

Controle C15

H3510

Actine

C21

Contréle C21
H3810

Actine

>

C22

Controle C22
H3S10

Actine

Absence de
mitose

C23

Controle €23
H3510

Actine

C24

|
24

Controle C24

gislo o= S
Actine i D

Figure 36 : Composeé n’inhibant pas l'activité kinag d’Aurora B in cellulo

Un western blot est réalisé a partir des extraits cellules U20S traitées par chaque composgM)l La
phosphorylation de I'histone H3 sur la sérine 10de&tectée a l'aide d’'un anticorps spécifique. Etedtion de
I'actine permet de contrdler la charge protéineroha B est responsable de la phosphorylation dstéhe H3
sur la sérine 10 donc les changements de celkfletent I'activité kinase d’Aurora B. (+) représetiinhibition
de l'activité d’Aurora B et (-) pas d'inhibition.d_phosphorylation de I'histone H3 sur la séring(df vert) et
I'’ADN (Hoescht 33342, en bleu) sont visualisés ipamunofluorescence.
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Par la suite, la série sera limitée aux moléculea4, C12 et C14 tandis que C21 sera
utilisée comme contrdle négatif.

3. Spécificitéin cellulo de ces composeés actifs vis-a-vis des kinases Aaror

Nous avons estimé la spécificit@ cellulo de ces composés au sein de la famille des
kinases Aurora. L’autophosphorylation d’Aurora Ar ¢a thréonine 288 reflete son activité
tandis que la phosphorylation de I'histone H3 signe activité Aurora B kinase. Nous avons
examiné l'impact des composés sur ces phosphamgkatfFigure 37A). L'efficacité est
évaluée en tenant compte de nombre de cellules imsanréveélé par la détection de la
protéine d’Aurora BNous avons remarqué que C1 et C2 inhibent fortetramstivité kinase
d’Aurora A (Figure 37A, C1, C2)mais la molécule C14 est beaucoup moins efficaeeGju
C14 semble plus spécifique d’Aurora B comme en tgnme I'extinction du signal de
phosphorylation de I'Histone H3 et il a une act@vinodérée vis-a-vis d’Aurora A. Les
expériences d'immunofluorescence confirment que@2let C14 inhibent la phosphorylation
de I'histone H3 en prophase et métaphase et sempéhirber le devenir des cellules
puisque in fine la majorité de la population esyptiide Figure 37B, C1, C2 et C14).

Au vu du blot, C3 et C4 n’inhibe pas Aurora A cas Isignaux d’Aurora A-T288
phosphorylée sont aussi intenses que le contrigei@-37A, contrdle, C3 et C4). Toutefois,
la situation est surprenante pour ces moléculeasMotons une faible efficacité en blot vis-
a-vis de I'nistone H3 phosphorylé€igure 37A, C3 et C4), mais ce résultat reflete une
hétérogénéité. En effet, les cellules en prophassont pas marquées en présence de C3 et C4
alors que le niveau de phosphorylation de I'histdfi® est normal sur les cellules en
métaphaseHigure 37B, C3 et C4). Cet aspect sera développé par la auitours de I'étude
de la molécule C4.

Nous avons trouvé que la molécule 12 a un tresefagffiet sur Aurora B et n'a pas
d’activité sur Aurora A Figure 37A, C12). La longue chaine en position 3 induit une
spécificité au sein de la famille Aurora en favelerla kinase B et le groupe oxo est plus
avantageux qu'un éther en position 11. Le compdxk gortant un hydrogene en position 11
qui était actif sur le domaine kinase d’Aurora Aarpas la capacité d’inhiber les kinases
Aurora A et Bin cellulo(Figure 37A et 37B, C21).
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" Composés  Contréle Cc1 c2 Cc3 c4 c12 C14 c21
H3s10P \ —— - — s
AuroraB e - ® o —- . L e——
Aurora A-T288-P " i — ——— —
B-Actine T e CEEaa—e SN R S S —

Prométaphase
Métaphase

Prométaphase
Metaphase

Controle c3

= Cc4

C14 Cc21

Figure 37: Test de I'efficacité des molécules sureg cellules U20S
A : Les cellules U20S ont été traitées par les amsép a la concentration de 1 uM Un western blotésgisé
avec des anticorps anti-Aurora B, H3S10 phosphqit&S10-P) et Aurora A T288 phosphorylée (Aurora
A-T288-P) successivement et permet d'évaluer Natétides kinases Aurora en présence des compoaés. L
détection de I&-Actine sert de contrdle de charge.

B : Effets des composés sur les cellules U20S.Hasphorylation de I'histone H3 sur la sérine 10ndgau et

le centromere sont visualisés par la marque H3S{®&rPvert,) Hoescht 33342 (en bleu) et CREST (en
rouge), respectivement.

4. Conclusion

Dans cette partie, nous avons évalué l'efficacébulaire des composés de la famille
benzo[e]pyridole ainsi qu’étudié la relation stureffonctions de ces molécules. A l'aide des
expériences en western blot et immunofluorescdiaivité antimitotique de 15 molécules
est analysées. Six molécules actives parmi 15 miggdestées inhibent la phosphorylation
de I'histone H3 et donc probablement la kinase fai Ce sont les molécules C1 a C4, C12
et C14. Les composés C21, C22 et C23 n'ont pasxffdes kinases "complétes” bien qu’ils
soient trés actifs sur le domaine kinase d’Aurors@é (Tableau 13. Parmi ces composés,
C1 et C14 sont les molécules qui inhibent le plifisaement les kinases Aurora. C14 (3-
(Amino-substituted)-alkyloxy-7H,10H-benzo[e]pyridigB-blindol-11-ones) semble avoir une
spécificité differente de C1 qui cible 'ensemble & famille. Nous avons remarqué la
perturbation de la phosphorylation de I'histone &lB8début de mitose en présence de C3 et
C4; ces molécules ne sont pas des inhibiteurs ovauA.
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En corrélant les structures et I'efficacité des pos€s, nous avons remarqué que le
groupe Oxo (=0) ou éther (-O-) en position 11 amst I'organisation des cycles sont trés
importants et essentiels pour activité inhibitrit® groupe éther en position 3 renforce
I'activité et, 'extension de chaine latérale ette@osition concomitamment avec la présence
du groupe Oxo en position 11 favorise I'activitéibittice sur Aurora B.

Nous avons observé une perturbation de la phosiatiory de I'histone H3 en transition
G2/M. Nous focaliserons la suite de I'étude sur B4methoxy-7H-benzo[e]pyrido[4,3-
blindol-11(10H)-one) et analyserons ce profil aty@ d’inhibition de la phosphorylation de
I'histone H3.

C21 (3-(Amino-substituted)-alkyloxy-7H-benzo[e]@woi4,3-blindole) est un des
molécules inhibant efficacement le domaine kinaséumbra A (Tableau 13. C'est
potentiellement un inhibiteur de kinase. Dans lasune ou c’est le meilleur inhibiteur du

domaine kinase, nous étudierons ses potentialitfzralifératives.
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[I. Caractérisation de la molécule C4 un inhibiteur dda phosphorylation
de I'histone H3 en entrée de mitose

La molécule C4 inhibe la phosphorylation de I'histoH3, mais son effet est limité a
'entrée en mitose et le signal est normal paruiges Nous avons souhaité confirmer ces
résultats et décrire les conséquences de cettaabde phosphorylation en G2/M, prophase

1. Confirmation du retard de phosphorylation de I'hnistone H3 en mitose

Les phosphorylations sur sérine 10 et 28 de I'Hiistdl3 sont décrites comme déposée par
la kinase Aurora B. Nous avons recherché si etiggmit inhibées conjointement. Nous avons
synchronisé les cellules HelLa en phase S et rééugeicellules mitotiques traitées par C4 au
cours du temps. Nous avons observé la cinétiquéa dghosphorylation de I'histone H3
(Figure 38). A 3 h et 4 h, le niveau de H3-S10-P et H3-S2&Rt tres faible reflétant une
faible proportion de cellules mitotigues. Commeemadiu ces signaux sont plus forts a 8 h
(Figure 38, 8 h).

La détection de la protéine Aurora B permet d’estile nombre de cellules en mitose. A
3 et 4 h, nous avons noté que les signaux d’H3SED-H3-S28-P sont moins intenses en
présence de C4 que dans le contrble pour une métetAurora B équivalente voire méme
plus intense a 3 h de culture. Ensuite, ces sigsaunk retrouvés a des niveaux équivalents
guand la mitose progresdeiqure 38, 8 h) Ceci suggére que la phosphorylation detbhis
H3 sur les deux sérines 10 et 28 est retardée €sempee de C4 alors que les cellules

progressent en mitose.

Temps de traitement 2h 4h 6h 8h
c4 + . ¥ = F E + =
HISI0P e wee wme b aue o 4 4D
H3-528-P - T ¥

AUrOra B " s——— G — T E— T E—

Figure 38 : C4 perturbe la phosphorylation de I'hisone H3
Les cellules HeLa synchronisées en phase S paait@enent thymidine sont cultivées en présence 48 @M
(+) ou en son absence (-) pendant 3 h, 4 h, 68hhetUn western blot est réalisé a partir des astczllulaires.
La phosphorylation de I'histone H3 sur les sérin@s(H3-S10-P) et 28 (H3-S28-P) est suivie a |'aiftes
anticorps spécifiques. Aurora B permet de contri@@uantité de cellules mitotiques.

2. C4n'inhibe pas les kinases Aurora A et B

L’'autophosphorylation d’Aurora B sur la thréoning23est indispensable pour son activité
kinase. La cinétique de l'autophosphorylation d'dwar B est détectéd-igure 39). Les
signaux de cette marque augmentent au cours duwsteanpespondant au nombre de cellules
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entrant en mitose. Néanmoins, nous n’avons notéureucdifference de cette
autophosphorylation en présence de C4. Aurora Byitaryle I'histone H3 en mitose et elle
est aussi responsable de phosphorylation de Cenid-#ariant de I'histone H3, sur la sérine
7. De la méme facon que nous n'observons pas bitdn de l'autophosphorylation
d’Aurora B nous n’avons pas de différence de nivdala phosphorylation de CenP-A-(Ser7)
en présence de C4.

L’autophosphorylation d’Aurora A sur la thréoniredléte son activité kinase. Nous avons
déterminé 'effet de C4 sur 'activité kinase d’Aua A au cours du déroulement de la mitose
(Figure 39, Aurora A-T288-P). Nous n’avons pas trouvé deédédhce de signaux d’Aurora
A-T288 phosphorylée en présence ou en absence.deged4€sultat confirme les observations
précédentesFHgure 37A) et montre que C4 n’inhibe pas l'activité d’Aurofaméme en

entrée de mitose (4 et 6h).

Temps de traitement 3h 4h 6h 8h
C4 + = o 5 + = 4

Awrora B-T322-F — — — — S — S—
Aurora B — e eaees G Taae eaee TS b
CenP-A-S7-P - - o — —

Aurora A-T288-P —— —

Figure 39 : C4 n'a pas d’effet sur I'activité kinag des Aurora A et B
Les cellules HelLa synchronisées en phase S paa@nent Thymidine sont cultivées en présence4l8 M
(+) ou en son absence (-) pendant 3 h, 4 h, 88hhetUn western blot est réalisé a partir des astczllulaires.
Les activités kinase d’Aurora A et Aurora B sontedéinées par leur autophosphorylation sur lesothines
288 (Aurora A-T288-P) et 322 (Aurora B-T322-P),pestivement. Aurora B permet I'estimation de lamjité
de cellules mitotiques.

3. Localisation de différents marqueurs de la mitos en présence de C4

a. La perturbation de la phosphorylation de I'histoneH3

Afin de savoir si I'inhibition de phosphorylatiorbservée lors du traitement par C4 est
spécifique de I'histone H3, nous détectons le 3iiR_RM2 en entrée de mitose (Figure 40) et
observons la phosphorylation de I'histone H3 ssrdérines 10 (Figure 40A) et 28 (Figure
40B) dans les cellules mitotiquédous utilisons I'anticorps MPM2 pour détecter lefludes
mitotiques puisque MPM2 est un anticorps reconaaisan épitope phosphorylé spécifique
de la mitose présent en autres sur les protéinesidmpérase 8, MAP, NimA et deux
inhibiteurs de Cdc2.

Les signaux MPM2-P sont présents en présence oabsence de C4 permettant de

détecter les cellules mitotiques. Aucune différemtie signal MPM2-P n’est observée
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indiquant qu’il 'y a pas d’inhibition massive da phosphorylation en entrée de mitose.
L’histone H3 est phosphorylée en fin de G2 et cpltesphorylation est augmentée dans les
cellules en mitose puis elle décroit en fin de n@tokes signaux de H3S10 et H3S28
phosphorylée sont tres forts dans les cellules ephaise en absence de G4g(re 40,
Contréle). Inversement, ces phophorylations sontefoent inhibées en présence de C4
puisque aucune de ces marques n'est déteckéguré 40, C4). Néanmoins, la
phosphorylation de I'histone H3 sur les sérinextl@8 est retrouvée normalement dans les
cellules en prométaphase en présence de C4 egtesis correspondants sont aussi intenses
gue les contrélegFigure 40). Suite au traitement par C4, nous ne détectons1§uéo
d'histone H3 phosphorylée en transition G2/M papoat a 100 % dans le contrble. Ceci
montre que C4 perturbe la phosphorylation de KmetH3 sur la sérine 10 en entrée de

mitose.
H3S810-P MPM2-P Noyau Merge H3S28-P MPM2-P Novai Merge
A B MPM2 ¥
Contréle Contréle
c4 c4
Contréle Contréle
C4
c4
C
;\2120
8
5100 m Controle
o 80 mC4
D s
Sur-GFP H3S10-P = & 60 -
e =
a
= 40
Prométaphase = 20 19
]
: |
w

Controle Cc4

Figure 40: L’absence de phosphorylation de I'histoea H3 en entrée de mitose
Les cellules Hela exprimant de maniere stable GH-GFP, en vert) traitées par C4 (3 uM) sont fxée
Ensuite, des imunofluorescences sont réaliséeslasenarqueurs spécifiques de la phosphorylatiothi#one
H3 (en rouge) sur les sérines 10 (A) et 28 (B). tedhiles mitotiques sont détectées a l'aide déamis MPM2
(en vert (A) ou en rose (B)). Le noyau est margaélp Hoescht 33342 (en bleu). L’histogramme iteide
pourcentage de la phosphorylation de I'histone #t3la sérine 10 en transition G2/M (C). L'apparitide la
phosphorylation en prométapase (D).
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Nous avons noté |'apparition de la phosphorylatem prométaphase. Les premiers
signaux de phosphorylation de H3S10 sont retrougésvoisinage des centromeres,
colocalisés avec la SurvivineFigure 40D). Les variations d’intensité suggerent une
propagation des centromeres vers les bras des oboones(Figure 40D, a droitg et
finalement, cette phosphorylation sera présencéostile chromosome. Le recrutement de la
protéine Survivine dans I'hétérochromatine périaangrique n’est pas perturbé par I'action
de CA4. Figure 41, lignes 1 et 2). La présence de Survivine repéagespn étiquette GFP est
notée, comme attendu, sur les centromeres puiksumicrotubulesKigure 41, lignes 3 et
5). Les deux figures d’anaphase suggerent une gaigye des chromosomes perturbée ou
ralentie par une condensation moins efficaegure 41, lignes 4 et 5). Des données
statistiques devront étre acquises pour renforete observation.

Sur-GFP  H3S10-P  Noyau Merge

Contrile

C4

C4

C4

C4

Figure 41: Localisation de la protéine Survivine sife a I'action de C4
Les cellules Hela exprimant de maniére stable S8um@iGFP (en vert) sont traitées par C4 (3 uM) puis
fixées. Ensuite, une immunofluorescence est réal@féc un marqueur spécifique de la phosphorylat®n
I'histone H3 sur la sérine 10. L’ADN est marqué fgHoescht 33342 (en bleu).

b. Localisation des partenaires du complexe passager
Les expériences de western blot et d'immunoflugese ont confirmé que C4 perturbe la
phosphorylation de I'histone H3 sur les sérinexetl@8 en début de la mitose et il ne s’agit

pas d’une inhibition massive de la phosphorylagonentrée de mitose. Aurora B est décrit
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comme étant responsable de cette phosphorylatina dous avons recherché la localisation
d’Aurora B et de ses partenaires dans les celttdétges par C4Higure 42). Les expériences
sont réalisées dans les cellules HeLa exprimanmeaiére stable la protéine passagéere
Survivine-GFP.

En mitose, le complexe passager, qui comprend entires Survivine et Aurora B, est
recruté aux centromerdsdous visualisons les centromeéres a l'aide d’uncanpis spécifique ;
la co-détection de Survivine permet de précisgréaence sur le centromere interne méme
suite au traitement par C4&igure 42A). En métaphase, les chromosomes s’alignent
correctement sur la plague métaphasique et leswsigd#@urora B et de Survivine sont
détectés sur les centroméres. Ensuite, en fin tsejiles deux protéines sont retrouvées dans
le corps intermédiaireNous avons observé qu’Aurora B et Survivine codigeat tout au
long de leur expression méme suite au traitementCda(Figure 42B). Néanmoins, nous
notons que méme si la majorité des protéines AuBoed Survivine se concentrent dans le
corps intermédiaire en présence de C4, on retrquekjues protéines passageres délocalisées
hors de cette zond-igure 42B, télophase/cytodiérese). De méme facon, méme diRIK
(mitotic kinesin-like protein) se localise corrateent dans le corps intermédiaire en
téplophase/cytodiérése en présence deFigu e 42C) nous avons aussi noté la présence
d’'un signal au voisinage de la protéine SurviviRgy(re 42C, en bas). Ces défauts ne sont
pas majeurs et n'impactent pas la cytodiérése paisgus ne trouvons pas d’anomalies dans
les cellules filles.

L’absence de phosphorylation de I'histone H3 (Sketl28) en début de mitose n’est donc
pas due a une mauvaise localisation de la kinaser&® ni a I'absence de son co-activateur

Survivine.
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Figure 42: Impact de C4 sur la localisation de padgnaires du complexe passager
Les cellules HelLa exprimant de maniére stable S8um#iGFP (en vert) sont traitées par C4 (3 uM) plixges.
Des expériences immunofluorescences sont réalgsasvérifier la localisation de la Survivine efAdrora B
en présence de C4. Les noyaux sont marqués pacht@®3342 (en bleu). Les centroméres sont marqa€srp
auto-anticorps spécifique (hct101, en rouge) &ibdaline est repérée par le fluorochrome rougeédin
A : Localisation de Survivine (vert) aux centronees début de mitose sur des cellules traitée€4H &8 uM).
B : Impact de C4 sur la localisation d’Aurora Buyge) et Survivine (vert) en métaphase et télophase.

C : La délocalisation partielle de la Survivinerfyet détection de MLKP1 (rouge) en fin de la mméo
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c. Suiviex vivod'effet de C4 sur la progression mitotique

Nous avons réalisé un suigk vivosur les cellules HeLa exprimant de maniére stable
Survivine-GFP afin de visualiser les effets de @#dlss cellules mitotiques. En métaphase,
Survivine se trouve sur les chromosomes et décesecentromeres et ensuite, elle se
concentre sur les microtubules centraux dans Ipscartermédiaire en fin de la mitose
(Figure 43A, contrdle).

En présence de C4, les chromosomes s’alignentatement sur la plaque métaphasique
et en métaphase, Survivine est concentrée surelesomeres des chromosomes dans le
contrble Figure 43A, 23 min). En anaphase, Survivine migre vers le fuisa#otique et y
reste jusqu’a la fin mitosd-{gure 43A, 21 min pour contréle et 80 min pour C4). En fin de
mitose, nous avons observé qu’une petite fractianpaetéines Survivine est délocalisée en
présence C4Higure 43A, 91min, 120 min et 128 min). L'expérience d'immilnorescence
confirme cette délocalisation partielle de Surviverefin de la mitoseRigure 43B). Nous

constatons que les cellules traitées par C4 mgitaatde temps pour compléter leur division.

Controle

2bpaia” 73mui—"

23 min ™ 80 min——" 91 mip~™ ...120 min 1128 min

B Sur-GFP+ movau ¢-Tubuline Merge

Figure 43: La délocalisation de la Survivine danseks cellules en mitose

A : Des cellules HelLa exprimant de maniére stabtgigine-GFP (Sur-GFP en vert) sont traitées pa{Zid\).
La progression mitotique de ces cellules est sypae microscopie confocale. Le contrdle représdmte
localisation en absence de traitement. Les tempsaderie sont indiqués en minute (min) et la fomes
cellules rappelée par des lignes discontinues.

B : Des cellules HeLa exprimant de maniére stabl8urvivine-GFP (en vert) sont traitées par C4NB puis
fixées. Ensuite, une immunofluorescence est ré&alis¢aide d'un anticorps spécifique dirigé confre-
tubuline (en rouge). Le noyau est marqué par I'tdbe33342 (en bleu).
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4. C4 acceéléere I'entrée en mitose et prolonge sarge

Afin d’analyser l'influence de C4 sur le cycle cadlire, nous avons suivi le cycle des
cellules HeLa en présence ou en absence de Cduasido tempsKigure 44). Quatre heures
apres l'ajout de sérum, nous avons noté que 509celiles HeLa synchronisées en GO/G1
entrent en phase &iQure 44, 4 h contrdle). Néanmoins, en présence de C2y d que 40 %
des cellules en phase S et 32 % des cellules seetiben G2/M en comparaison des 24 %
pour le contréle Kigure 44, 4 h). Ceci suggere que les cellules traitéesQgaentrent en
mitose plus rapidement et confirme les observatiaiies précédemmeffEigure 38). A 8 h,
en présence ou en absence de C4, approximative®®ePt des cellules sont en mitose
(Figure 44, 8 h). De plus, concernant les autres phasesnauditférence n’est observée entre
les deux conditions. Ceci montre qu’en présenc€dieles cellules restent en mitose plus
longtemps. 28 h aprés le traitement, la plupart cihiles ont progressé dans le cycle
cellulaire avec plus de 60 % des cellules en p&¥FE&1 en présence ou en absence de C4
(Figure 44, 28 h) toutefois un Iéger retard est noté pouctdkiles traitées par C4. L'analyse

du cycle des cellules HeLa a montré que C4 accéeméée en mitose et prolonge cette
phase.
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Figure 44 : Influence de C4 sur le cycle cellulagrau cours du temps
Les cellules HeLa sont synchronisées en GO/G1 stsvén culture en présence de CANB ou en absence de
C4 (contrdle). L'évolution du cycle cellulaire emtalysée par FACS: 4 h, 8 h et 28 h et représeraéees
histogrammes. Chaque panneau représente le cyktlice a un temps de traitement différent etdeigentage
de chaque phase du cycle : < 2N représentant eglen apoptose, 2N pour les cellules en GO/G1,us Ips
cellules en synthése, 4N étant des cellules en @2M4N pour les cellules polyploides.

116



5. Effet de C4 sur la prolifération cellulaire

Nous avons estimé l'efficacité de C4 sur la preodifion des différentes lignées cellulaires.
Les cellules sont traitées par C4 et la viabilidlutaire est déterminée aprés 96 h par
comptage des cellules. L'effet de C4 a 1,5 uM ssidifférentes lignées est présenté dans le
Tableau 14. Aprés 96 h de traitement, nous remarquons gumHEPOSEé n'agit pas sur la
lignée H1299. C4 inhibe tres faiblement les lignékt.a et HepG2. Un effet modéré est
obtenu sur les lignées H358 et H322. Le composéa(ku d'effet sur la prolifération
cellulaire.

Tableau 14: Viabilité des différentes lignées cellaires en présence de C4 (1;aV)

Origine Lignée cellulaire Viabilité a 1,’%M Viabilité a 3uM
(en %) (en %)

Poumon H358 74

Poumon H1299 97

Poumon H322 74

Col de l'utérus HelLa 82 50

Foie HepG2 83

6. Conclusion

Dans cette partie, nous avons cherché a comprdedréle de la molécule C4 (3-
methoxy-7H-benzo[e]pyrido[4,3-b]indol-11(10H)-onep mitose.C4 accélére l'entrée en
mitose.On note une absence de la phosphorylation dedinsH3 sur les sérines 10 et 28 au
début de la mitose. C’est n’est pas une inhibitjénérale de la phosphorylation a I'entrée de
mitose. De facon intéressante ce résultat indigieeles chromosomes peuvent se condenser
en absence de phosphorylation de 'histone H3asEtine 10. Communément cette marque
est décrite comme étant nécessaire a la formatisncdeomosomes (Hans and Dimitrov
2001) et cela confirme des résultats antérieut®daipe qui avaient été obtenumsvitro chez
Xenope(de la Barre, Angelov et al. 2001Rar contre, il semble que la ségrégation des
chromosomes soit moins efficace en présence dec€A,pourrait étre di a un manque
d’efficacité de condensation et pourrait étre laisea de la délocalisation partielle des
protéines passagéres que nous avons observéeo@esed sont préliminaires et demandent
confirmation. L’analyse du cycle cellulaire ainsiieqle suiviex vivo indiquent que C4
acceélere I'entrée en mitose et prolonge la duréla delle-ci. C4 a peu d’effet a long terme
sur la prolifération cellulaire de différentes légs et nous observons un ralentissement de la

croissance.
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L’absence de phosphorylation de I'histone H3 eludéle mitose suite a I'action de C4
est confirmée. Nous avons montré que les kinase®rAusont actives et correctement
localisées en présence de C4. En conséquencAlgoita B n’est pas la kinase responsable
de cette phosphorylation en entrée de mitose séjte@ inhibant une kinase qui reste a
identifier active une phosphatase qui déphosphofylistone H3. Dans cette derniere

hypothése, I'absence de phosphorylation seraitanséquence indirecte de I'action de C4.
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lll. Caractérisation du composé C21

C21 (3-(Amino-substituted)-alkyloxy-7H-benzo[e]moi4,3-b]indole) est la molécule la
plus active sur le domaine kinase d'AuroralAlfleau 13). Méme siin cellulo C21 ne cible
pas les kinases Aurora, ces donniesitro suggéraient une fonction inhibiteur de kinase.
Dans le cadre d’'une recherche de molécules anfgnatives, nous avons évalué l'efficacité
de C21 et recherché ses spécificités en le comipalarmolécule C23.

1. Effet comparé vis-a-vis de la croissance de sphédes

Nous avons dans le Chapitre | décrit et validé tdéte des sphéroides pour estimer
I'efficacité d’une molécule. Nous avons suivi l'effsur la croissance des sphéroides de
cellules H358 des composés C21 et C23 en compardeomolécules initiales C1 et C2,
(Figure 45). Pour rappel, C1 et C2 sont des molécules inhibactivité kinase d’Auroran
cellulotandis que C21 et C23 n'ont pas cet effet inhilite

La croissance des sphéroides est empéchée, pehdants et ensuite, les sphéroides
commencent a se développé&igure 45) et ce quelle que soit la molécule testée. Cdci es
probablement une indication de la durée de vieaduadlécule en présence des cellules. Nous
notons que le composé C1 a un effet plus durabdeGfimais in fine, les sphéroides traités
ont une taille semblable aux contrél€gglre 45 A et B. La nouvelle série de molécules (21
et 23) produit une inhibition plus durable danstdenps. Aux termes de I'expérience, les
sphéroides traités par C23 sont un tiers plusspetie les contréled-igure 45D). C21 a
réduit significativement la croissance des sphé&o(dapport de croissance de 1 a comparer a
3 pour les sphéroides contréles) et leur taillvalige plus a partir du 5° jour et ce, pendant
les 10 jours de I'expériencEigure 450).

L'ensemble des résultats montre que bien que C2T28t n'inhibent pas des kinases
Aurora in cellulo, toutefois ils ont une efficacité antiproliféragivtrés intéressante. Ces

données nous ont conduit a caractériser les afée€21.
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Figure 45 : Effet des composés sur les sphéroide858
Les sphéroides créés ont approximativement la nt@itfe et sont traités par des composégNt) au jour 0. La
croissance des sphéroides est observée pendamirs5lj'impact de C21 sur les sphéroides H358 @sipare
avec celui des autres composés C1, C2 et C23. &lus efficace que les autres composés testéareeffet a
long terme.

2. Efficacité de C21 sur les cellules

Afin d’évaluer les potentialités antiproliférativele C21, nous avons réalisé un test de
viabilité sur différentes lignées cellulairégapleau 15. Les valeurs d’IC50 obtenues suite au
traitement par C21 sur différentes lignées celtakaont montré que C21 est efficace sur des
lignées cellulaires d’'origines différentes. Lesldes BT20 provenant d’'un cancer du sein
sont, parmi les cellules testées, les plus serssibl&action de C21 avec un IC50 d'inhibition
de prolifération de 180 nM. C21 montre aussi uneneo efficacité d’inhibition de
prolifération sur la lignée U373 (glioblastome) auwen IC50 a 360 nM; Comparativement
I'IC50 d’inhibition de prolifération est de 600 nih présence de C23 dans les cellules U373.

Nous avons aussi obtenu des résultats intéressantes lignées cellulaires hépatiques.
Les résultats montrent que les IC50 de viabilitpersence de C21 sur ces lignées dépendent
a la fois de la concentration en glucose dans liemet du stade de différenciatiofapleau
15 et Figure 46). C21 est plus efficace sur les deux lignées éaiant difféerenciées, Mahlavu
(IC50 = 510 nM) et SK-HepG1 (IC50 = 450 nM), que BlepG2. Les meilleurs IC50 de C21
sont obtenus sur Mahlavu et SK-HepGL1 en cultueechcentration la plus élevée de glucose

(4,5 g/l) et dans les conditions ou la proliférataellulaire est maximale. L’'IC50 est multiplié
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par 3 quand la prolifération diminue de 35% (IC50LdeuM et 1.2 UM respectivement pour
Mahlavu et SK-HepG1). Ceci suggére que probabler@itinhibe une voie métabolique et

laisse présager qu'il soit peu toxique pour leBulss quiescentes.

Tableau 15 : Effet antiprolifératif de C21 sur différentes lignées cellulaires

IC50 pour C21

Origine Lignée cellulaire IC50 pour €23
(M) (nM)
. BT20 180
Sein HCC70 900
H358 450
H1299 550
Poumon A549 700
H322 800
Leucémie HL60 Sup gM Sup 2uM
Col de l'utérus HelLa 350
SK-HepG1 (GE) 450
Cellules du foie SK-HepG1 (GB) 1200
faiblement Mahlavu (GE) 510
différenciees Mahlavu (GM) 520
Mahlavu (GB 1400
Cellules du foie
différenciées HepG2 Sup M
Ostérosarcome U20S 1100
Glioblastome U373 360 600

(IC50, concentration inhibant 50 % de prolifératicallulaire aprés 96 h de traitement. Des meillewaeurs
d’'IC50 sont en gras. GE : Glucose élevé : 4,5 giM : glucose moyen : 3,85 g/L ; GB : glucose bagl5 g/L)
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Figure 46 : Variation de l'efficacité de C21 sur le cellules Mahlavu et SK-HepG1
Les histogrammes et les courbes représentent taaspaent I'IC50 de C21 et la prolifération cellukai Les
meilleures valeurs d’'IC50 sur les deux lignées saienues en culture a la concentration de glutgsus
élevée.
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3. C21 n’est pas toxique sur les cellules quiescentes

Afin d’estimer la toxicité de C21 sur les cellulesn-proliférantes, des cellules H358 sont
mises en quiescence et ensuite traitées par legasgrasKigure 47). Aprés 96 h, nous avons
noté que C21 et C23 ne sont pas toxiques sur ledeseH358 quiescentes alors qu’une
légere inhibition est observée avec VX-680, inlebitdes kinases Aurora qui a fait I'objet de
tests cliniques.

C21 prévient I'expansion des cellules proliféraragsc peu de toxicité sur les cellules

guiescentes.
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Figure 47: Efficacité des composeés sur les cellulei858 quiescentes
Les cellules H358 quiescentes sont incubées agsemlmposés, pendant 96 h, sans sérum. Les celiubages
sont déterminées par ajout de MTS. L'augmentat®ignal par rapport au controle refléte la modifan de
la concentration de NAD/NADH.

4. C21 n’induit pas des dommages a I'ADN

C21 est un intermédiaire de synthése de I'Intopdicun inhibiteur des Topoisomérases |
et Il, il était important de vérifier 'inductiongtentielle de dommage a ’ADN. Nous avons
fait une comparaison d’effet de I'Etoposide et d& Gur les cellules U20Figure 49). La
révélation en western blot indique que les signdexphosphorylation d’'H2AX-S139-P
suivent la concentration d’Etoposide. Inversemeette phosphorylation est au niveau basal

dans le traitement par C21. Ceci montre que C2Xéeepmas de dommages a I’ADN.
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Figure 48: Comparaison de la capacité de I'Etoposalet C21 a induire des dommages a
I’ADN
Les cellules U20S sont traitées par Etoposide €&,®uM) et C21 (1, 5uM) pendant 24 h. Un western blot est
réalisé sur des extraits cellulaires obtenus samps de récupération. Le niveau des dommagesEN’Ast
mesuré par l'intensité de la phosphorylation destdne H2AX sur la sérine 139 (H2AX-S139-P). L'aetiest
utilisée comme contrle de charge. C21 n'induit das cassures comme I'Etoposide. Un niveau basal es
toujours présent dans cette lignée.

5. C21 est un inhibiteur de protéines kinases a spéiité restreinte

Nous savons que C21 n'inhibe pas les kinases Aumaia cette molécule est un potentiel
inhibiteur de kinase puisqu’actif vitro sur le domaine kinase d’Aurora A isolé. Afin de
confirmer cette hypothese et identifier les cilgetentielles de C21, nous avons fait effectuer
un profil d’inhibition sur 106 kinases représentasi de la plupart des classes de kinases
(Figure 49 et Tableaux 16 et 17. Les kinases dont 'activité résiduelle est irdare a 60 %
sont indiquées dans Tableau 16 et 'ensemble des données dans le Tahlekr. De fagon
intéressante, trés peu de kinases sont inhibéeGZfarLe profil d’inhibition suggére que la
cible puisse étre GCK et (ou) TrkA ou des kinasetad@éme famille puisque ces sont les

seules kinases inhibées a plus de 50 %.

Profil d'inhibition de C21

160
140
120
100
a0 mC21

oy Kinase

Figure 49 : Profil d’inhibition de C21 a la concentation de 1 pM. Le profil est réalisé par le
MRC (Dundee University) sur 106 kinases en dupli€iiaque barre correspond une kinase. Seule uagekin
sur 5 est indiquée. L'activité résiduelle est ingig en pour cent du contri

123



Tableau 16 : Cibles trouvées parmi 106 kinases

Kinase Numéro Activité (en %)
d’accession

GCK "Germinal center kinase ” BC047865 32

TrkA “Neurotrophic tyrosine kinase receptorNM_001007792.1 36

type 1" “Tropomyosin related kinase A”

NUAK1 "SnF1-like kinase” NM_014840 53

PHK ” Phosphorylase kinase” 53
TAK1*Transforming growth factor beta NM_003188 55
activated kinase”

Kinases inhibées significativement par G2Yitro a la concentration de 1 puM.

Tableau 17: Profil d’'inhibition de C21 a concentraton 1 uM

Kinase % Kinase % Kinase % Kinase %
activité activité activité activité
kinase kinase kinase kinase

GCK 32 CDK2-Cyclin A 86 Aurora A 96 JNK3 105

TrkA 36 ERK1 86 DYRK2 96 PAK4 105

NUAK1 53 PIM1 87 IRAK4 97 MNK1 105

PHK 53 PKCz 87 PKD1 97 CSK 105

TAK1 55 EPH-B3 88 EPH-A2 97 RSK1 106

BTK 61 EF2K 88 LKB1 97 PDK1 106

RIPK2 62 CHK2 89 ERKS8 98 MEKK1 106

Src 64 PKBb 89 NEK2a 98 ROCK2 106

PIM3 71 IKKe 89 MSK1 100 PAKS5 107

IGF-1R 72 CHK1 90 MARK1 101 PAK6 107

VEG-FR 75 MINK1 920 CAMK1 101 PAK2 107

DAPK1 76 IKKb 91 MAPKAP-K2 101 PLK1 107

HIPK1 76 PKCa 91 RSK2 101 MKK2 110

HIPK2 76 SYK 92 MARK3 102 MNK2 110

JAK2 78 HIPK3 92 JNK2 102 NEK6 110

Lck 78 BRSK2 93 EPH-B2 102 PKA 111

CK2 78 MST2 93 PRAK 102 EPH-B4 112

MELK 79 S6K1 93 MARK4 102 EPH-A4 112

FGF-R1 80 CK1 93 PRK2 103 CLK2 113

p38dMAPK 83 TTK 93 MST4 103 MAPKAP-K3 115

IR 85 IRR 94 JNK1 103 PKBa 115

CAMKKb 85 GSK3b 94 SmMLCK 104 TBK1 118

p38gMAPK 85 BRSK1 95 p38aMAPK 104 MARK2 120

HER4 85 SRPK1 95 PIM2 104 AMPK 128

Aurora B 86 DYRK1A 95 MLK1 105 SGK1 136

YES1 86 DYRK3 95 MKK1 105

Les quelgues IC50 d’inhibition de C21vitro réalisés confirment que C21 est un puissant
inhibiteur de kinaseT@bleau 18. Il inhibe I'activité de la kinase recombinante GQkye

kinase de la voie MAPK avec un IC50 de 21 nBGktte kinase est activée par plusieurs
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facteurs tels les stress cellulaires et les cytskimflammatoires,.. Ces tests confirment
aussi que C21 a une spécificité différente de G4 guiil n’'inhibe pas les kinases Aurora et a
une activité faible sur CHK2 (IC50 de 649 nM a camgp a 29 nM pour C1). C21 inhilie
vitro FLT3, un tyrosine kinase récepteur important dengrolifération et la survie des
cellules souches hématopoiétiques avec un IC5fesdant de 12 nM. Toutefois, dans la série
des benzo[e]pyridoles des molecules comme C1 smidoup plus efficaceas vitro vis-a-

vis FLT3 ; C1 a un IC50 d'inhibition de FLT3 de MnMalgré cette différence C21 pourrait
rester intéressant comme inhibiteur de FLT3 castc’eontrairement a C1, une molécule
soluble dans I'eau.

Tableau 18 : IC50 d'inhibition in vitro de C21 vis-a-vis de quelques kinases

Kinase IC50 d’'inhibition C21 | IC50 d'inhibition C1
Aurora B Sup 1 000 nM 31 nM
CHK1 Sup 1 000 nM 224 nM
Checkpoint kinase 1
CHK2 649 nM 29 nM
Checkpoint kinase 2
FLT3 12 nM 1nM
FMS-like tyrosine kinase
GCK 21 nM ND
Germinal central kinase

IC50, concentration inhibant 50 % de I'activitéldekinase recombinante. L'IC50 n’est pas déternpiogr
TrkA. ND-non déterminé

6. C21 empéche I'expansion des xénogreffes de cellulis0 chez les souris

Nous avons réalisé un test chez les souris afistidier I'efficacité de ce composg@ vivo.
Les xénogreffes cellulaires de HL60 sont implan&esous-cutané sur des souris « nude ».
Ces rongeurs sont randomisés cing jours aprésbligseament des tumeurs. Les souris
recoivent soit le véhicule (PBS), soit C21 solddilidans du PBS, chaque jour pendant 17
jours. Les tumeurs croissent de maniére exponkntibkz les souris contrl€Eomme nous
'avons observé avec les sphéroides de cellules H388 a un effet antiprolifératif sur ces
xénogreffes(Figure 50 etFigure 45). Les tumeurs ont une croissance modeérée en pesenc
de C21. Nous avons noté une efficacité a long tetmee la souris. Au jour 38, le volume des
tumeurs traitées par C21 est quatre fois plus pet le contrble. Nous n’avons observé

aucune perte de poids. L'autopsie montre peu d&ifelésirables.
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Figure 50 : L'impact de C21 sur
I'’évolution du volume des tumeurs

chez les souris « nude
Les souris portant des xénogreffes d’'HL60
sont traitées par voie intrapéritonéale
quotidiennement. Le traitement commence
cing jours apres I'établissement des tumeurs.
La barre bleue indique la durée du traitement.
Les souris recoivent 17 injections, soit le
véhicule PBS (le contrble, losanges bleus)
soit C21 (5 ug pour 20 g de souris dans PBS,
carrés roses). L’évolution du volume des
tumeurs est déterminée au cours du temps (en
1 19 2 27 3 31 38 2 jour).
L—— Jour
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7. Conclusion

C21 (3-(Amino-substituted)-alkyloxy-7H-benzo[e]moi4,3-b]indole) est une des
molécules les plus actives sur le domaine kinaserdfa Ain vitro mais elle n'inhibe pas les
kinases Aurorain cellulo. L'ensemble des résultats montre que C21 a uneacfg
antiproliférative sur diverses lignées cellulairBg. plus, cet effet dépend de la concentration
en glucose et donc de la croissance cellulairen Biee cette molécule soit un intermédiaire
de synthese de l'intoplicine, il n'induit pas dessares de ’ADN. Par conséquent, C21 n'est
pas toxique sur les cellules quiescentes. A l'aldemodeéle sphéroide, nous avons observé
I'efficacité a long terme de C21 sur la croissades cellules H358. De plus, C21 a un effet
significatif sur des xénogreffes de cellules HLB&s injections répétées de C21 n'ont pas
causeé des effets indésirables sur les animaux suggéne faible toxicité de cette molécule.
Le profil d’inhibition réalisé sur 106 kinas@s vitro et les déterminations d’IC50 indiquent
que C21 inhibe TrkA, GCK et FLT3. C21 est donc moevelle molécule antiproliférative.
Ses deux intéréts majeurs sont d’'une part sa $ivdulgin milieu aqueux qui ouvre la
possibilité de traitements oraux et d’autre parsecificité restreinte a quelques kinases. La
kinase Gck, meilleure touche du profil, agit daassignalisation de la voie MAP Kinase.
Cette kinase est tres en amont dans cette voigaalisation puisque GCK est une MAP4K.
L’autre famille des kinases identifiée est TrKAcepteurs des neutrophines. Compte tenu de
’lhomologie du site actif dans cette famille, onupg@ronostiquer une inhibition des trois
membres TrkA, B and C. Toutefois des expériemtesllulo sont nécessaires pour confirmer
la voie ciblée par C21 dans les cellules et catligliqguée dans les effets antiprolifératifs.
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DISCUSSION

Les kinases Aurora jouent un réle clé en mitossoat surexprimées dans de nombreuses
tumeurs. En conséquence, elles sont identifieesmmrane cible thérapeutique dans la
thérapie anticancéreuse. De nombreux inhibiteurs ldeases Aurora ont été décrits et
certains sont en essais cliniques.

Notre laboratoire a découvert dans la chimiothédgie’Institut Curie un nouveau motif
chimique inhibiteur des kinases Aurora et montre getentialités cellulaires @ vivo. Il
s’agit des benzol[e]pyridoindoles. Plusieurs molésule la famille ont été identifiées au cours
du crible a haut débit, suggérant l'intérét de ecédimille de molécule. Nous avons étendu
'analyse structure/fonction a I'ensemble des malés disponibles afin de définir des
stratégies pour synthétiser des molécules a spiéesfiparticuliéres.

Les benzo[e]pyridoindoles sont des molécules tgttapies sur lesquelles peuvent se
greffer de nombreuses chaines alkyles. Notre éasiefocalisée sur les trois positions
suivantes : R1 sur le cycle A et R8, R11 sur ldec¥t. Les essaim vitro sur un domaine
kinase isolé révelent que ce motif tétracycliquecemssant de lune s’adapte parfaitement au
site catalytique liant 'ATP (Hoang, Favier et &009). La plupart des composés testés
inhibent le domaine kinase d’Aurora A mais n’ons paujours la capacité d’inhiber la liaison
de 'ATP dans la conformation native. Nous avonstr® que pour ce faire la position 11
(cycle D) devait étre occupée par un oxygene. {oett guelle que soit la fonction introduite
(cétone ou éther) confére une activité inhibitrieis-a-vis des kinases Aurora mais
simultanément induit une perte de sélectivité. &eil pourra étre modulée par
I'accroissement de la taille de la chaine en pwsi sur le cycle E. Par extension de la chaine
latérale nous avons obtenu une nouvelle série décmles inhibitrices qui existent sous
forme de sels solubles dans I'eau ce qui ouvrgpdespectives intéressantes en termes de voie
d’administration des traitements.

Cette étude structure/fonction a fait émerger tromécules intéressantes nommée C4,
C14, C21. La molécule C4 est utile pour adresssr gquestions de la biologie cellulaire
tandis que les composés C14 et C21 ont des prépradtti-prolifératives intéressantes. Ces
deux molécules qui permettent de s’affranchir deblemes de solubilité rencontrés avec la
touche du criblage, C1 sont protégées par deuwetsev

Nous avons constaté que C4 empéche la phosphoryldé I'Histone H3 en entrée et
début de mitose et pourtant les chromosomes seefdroorrectement. Nous apportons donc

la preuve que, chez les mammiféres, cette marquyEmgtique n’'est pas nécessaire a la
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condensation de 'ADN. Ces données completentdssliats que nous avions étalitisvitro
avec des extraits mitotiques dénopgde la Barre, Angelov et al. 20004 a une activité
kinasein vitro, mais nous montrons qu’il n’inhibe pas les kinadasora A et B. Il induit une
entrée précoce des cellules en mitose. Plusienesés contrdlent I'entrée en mitose telles
NIMA (NEK1), BUBR1 ou MELK et leur inhibition inddiune entrée prématurée (Osmani,
McGuire et al. 1991; Davezac, Baldin et al. 2002utefois, il n'a jamais été reporté qu’elles
acceptent I'Histone H3 comme substrat. Les kinagesphosphorylent I'Histone H3 sont
nombreuses mais seule Aurora B est décrite pour avoréle en mitose et phosphoryler
simultanément les sérines 10 et 28 (Baek 20119.ihealidations chimiques et génétiques
suggerent fortement qu’Aurora B est la kinase raspble de cette marque épigénétique
majeure de la mitose. Mais un paradoxe subsisteedpart la localisation d’Aurora B est
essentielle pour le choix de ses substrats (Deldcanase, Vu et al. 2009) et d’autre part la
présence d’Aurora B sur les chromosomes est trbde lpuisque jamais détectée en
immunofluorescence. L'effet de C4 est soit diredl eible une kinase intervenant en amont
d’Aurora B soit il modifie la balance kinase/phosafdse via par exemple CDC25B, un acteur
clé de la transition G2/M. L'entrée en mitose étar@maturée on peut aussi envisager que
I'activation d’Aurora B intervienne plus tardivement

La molécule C4 est un nouvel outil qui permettradderypter ces modifications post-
traductionnelles en entrée de mitose et le roléadghosphorylation de I'Histone H3 sur la
ségrégation des chromatides sceurs et I'enlévemsraotheésines.

Les molécules C14 et C21 sont intéressantes pes [@opriétés antiprolifératives. La
molécule C14 est un nouvel inhibiteur des kinasesfa plus efficace et plus soluble que la
molécule initial C1. La découverte de cette moléaldnt la caractérisation est en cours est
une retombée importante de I'étude structure/fonctNous avons choisi de caractériser la
molécule C21 car elle est singuliere dans la sémibiteur de kinase a activité anti-
proliférative ne ciblant pas les kinases Aurora.

L’effet antiprolifératif est apprécié directementr gles cellules adhérentes en croissance,
mais systématiquement des tests complémentairesefiules quiescentes sont réalisés. En
effet, l'intérét en chimiothérapie est de cibles ellules en division sans dommage sur les
cellules quiescentes au voisinage. Afin d’évaltactivité dans un systeme plus complexe
mais simple d’utilisation, nous avons adapté lanéue de croissance en sphéroides a des
lignées de cellules de poumon. Ce mode de croissesicpossible avec les cellules qui ont
des contacts intercellulaires forts. L'avantage st ce sont des cultures a long terme qui

permettent de connaitre le temps de demi-vie dimoécule, I'efficacité du composé ou
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d’'une combinaison dans un systeme organisé. Casesssi qu’'un tesh vivo de traitement
de xénogreffes confirment l'intérét potentiel de C2& profil d’inhibition de kinase trés
restreint suggére que C21 agit soit trés en amoms$ ¢ voie des MAP kinase puisqu'il
ciblerait GCK, une MAP4K2 soit sur les neurotrosrécepteurs que I'on trouve présents
sur des cellules tumorales (Albanese, Alzani e2@1.0). L’activation des récepteurs tyrosine
kinase Trk est connue pour induire les voies deiswellulaire Pi3K et AKT par contre GCK
n'est pas décrite dans ces signalisations. Si oonfirmions,in cellulo, cette donném vitro,
GCK deviendrait une nouvelle cible thérapeutiqud.effet anti-prolifératif de C21 est di a
une inhibition de GCK ou de Trk , cette moléculesades applications intéressantes. En effet,
les récepteurs Trk sont impliqués dans la percemt®ma douleur et leurs inhibiteurs sont
utilisés pour prévenir la prolifération cellulaiteut en réduisant la douleur causée par
linvasion métastatique osseuse. Les inhibiteur&0& sont espérés pour des activités anti-
inflammatoires (Zhong, Gavrilescu et al. 2009).

La famille des benzo[e]pyridoindoles offre des [lmfiges multiples d’inhibition de kinase
et en jouant sur les groupements latéraux des fejités différentes sont obtenus. Ces
molécules sont actives dans les cellules et tramérgapidement les membranes
cellulaires tout en étant peu ou pas toxiques esrcellules quiescentes. De plus, nous
n'avons pas noté d’effet adverse chez la sourigr Héveloppement est donc intéressant et ce
d’autant plus qu'il s'agit d’'une petite moléculendda synthése réalisée en trois étapes est
validée a I'échelle du gramme.

La question de la spécificité des inhibiteurs denake est toujours en débat:
monospécificité versus activités multiples. Nousressdéveloppé un exemple d’exploitation
d’'un multiciblage ; En effet C1 cible avec la méafficacité CHK2 et Aurora B. Nous avons
montré I'intérét de ce double ciblage pour diminle=r concentrations utiles des agents de
dommage a I’ADN et réduire leur toxicité. Nous avanssi mis en évidence la variabilité de
réponse dans le cas d'un composé comme C1 mérae acson est toujours bénéfique. Il est
donc essentiel de décrire I'action de ses inhibstelans divers types cellulaires et d’'identifier
les cibles secondaires. Les excellents résultaenab par notre collaborateur Ichiro Nakano
(USA) en ciblant par C1 simultanément Aurora B, NKkEkt CHK2 sur des glioblastomes
illustrent I'importance des cibles secondaires.t€ebnnaissance doit guider la définition du
champ des applications possibles d’'une drogue.

Ce travail décrit la possibilité de cibler plusigggérine/thréonine kinases simultanément et

est un nouvel exemple de la validation de la padyptacologie.
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PERSPECTIVES

Cette étude est réalisée en étroite collaboratimt d#équipe de chimistes de l'Institut
Curie qui synthétise ces benzo[e]pyridoindolesnhlgse structure fonction a été réalisée sur
des molécules portant un méthyle en position 8 mais savons que l'allongement de cette
chaine peut étre bénéfique pour l'activité et aométi la spécificité. Nous espérons disposer
de molécules C14 variantes qui conservent la streiade C14 mais portent un éthyl ou un
propyl ou un phényl sur le carbone 8. L'efficadtihibition d’Aurora B sera mesurée avec
cette 3™ génération de molécules.

Ces benzo[e]pyridoindoles sont a la fois des owpidlsr la recherche fondamentales et de
potentiels drogues anti-cancéreuses. Ces deuxtaggeont abordés ainsi :

- Nous savons que C1 est le premier inhibiteur d@orir la kinase MELK, une kinase
présente sur les cellules souches cancéreuses.e¥sagerons de développer un test
kinase adapté pour trouver parmi les benzo[e]pyrites le meilleur inhibiteur de
MELK.

- La molécule C4 représente un outil intéressant péarypter les mécanismes mis en
jeu en entrée de mitose. Nous essayerons de traavatible et de préciser les
modifications induites a la transition G2/M en st divers marqueurs. La possibilité
gue C4 agisse sur la kinase MELK sera envisagée.

Notre objectif est d’évaluer l'intérét thérapeutiqdes composés benzo[e]pyridoindoles.
Nous essayerons de comprendre le mécanisme d'a#ic@Rl1. Inhibe-t-il la voie des MAP
kinase activée en réponse a un stress ou a desifacke croissance ou plutot la voie AKT ?

Un aspect que nous n‘avons pas exploité est la cit@paqu’ont certains
benzo[e]pyridoindoles a inhiber tres efficacemeat Kinase FLT3 dont I'activité est
impliquées dans les leucémies, c’est un volet éstgant a explorer.

Pour chaque nouvelle série de molécules comme @bdimous ferons réaliser des profils
d’inhibitions pour connaitre les cibles potentiglleCeci nous permettra de définir les
applications possibles de ces composés, applicatjoa nous validerons sur des xénogreffes
adéquates. Vu les résultats encourageants queanons obtenus avec les ciblages multiples

cette stratégie sera envisagée avec les nouvealposeési
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PRODUCTION SCIENTIFIQUE

* Propriété intellectuelle
Ces travaux ont donné lieu a un dépoét de brewatenouvelle protection est en cours :
* Molla A., Nakano I., Nguyen, C-H. &U H-L.
Combined treatment of cancer with benzo[e]pyridoles@nd DNA-damaging agents.
Brevet européen B1025EPOO du 9 avril 2010, étertintérnational en avril 2011.
* Une molécule identifiée au cours de ce travdilesscours de protection (dépbt prévu fin
mai 2011).
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Vu H-L ., Nguyen C-H., Favier B., Le T-T., & Molla A.
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