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INTRODUCTION



LE CYCLE CELLULAIRE

I. Introduction

Le cycle cellulaire est un processus universel par lequel les cellules se reproduisent,
soutenant ainsi la croissance et le développement de tous les organismes vivants. Les
évenements les plus importants du cycle cellulaire concernent la copie puis le partage du
matériel héréditaire, c’est-a-dire la réplication de ’ADN chromosomique durant la phase S et
la séparation des chromosomes répliqués durant la mitose. Le cycle cellulaire est orchestré
afin que ses événements se déroulent selon une chronologie précise et avec une grande
fiabilité, veillant a la correction des erreurs survenues au cours de leur exécution. Les
mécanismes moléculaires de ces contrbles sont hautement conservés de l'eucaryote
unicellulaire au métazoaire complexe tel que 'Homme (Nurse 2000). La perte de précision
dans I'exécution du cycle cellulaire entraine I'augmentation de l'instabilité génétique, un
facteur maintenant bien connu dans la survenue des cancers. L'utilisation de modéles
cellulaires eucaryotes comme la levure et le xénope, plus facilement manipulables que les
cellules humaines, constituent de précieux outils pour I'identification et la compréhension de

ces mécanismes moléculaires.

Il. Déroulement du cycle cellulaire

Le cycle cellulaire est divisé en quatre phases principales (Figure 1). La cellule
synthétise des ARN et des protéines durant la phase G1, se préparant a la synthése de
'ADN pour la réplication des chromosomes durant la phase S (synthése). Aprés avoir
traversé la phase G2, la cellule s’engage dans le processus complexe de la mitose (phase
M) assurant la séparation des chromosomes entre les deux futures cellules filles
individualisées ensuite par cytodiérése. Les phases G1 et G2 sont des intervalles (G pour
« gaps ») de préparation de la cellule a des processus essentiels. L’'ensemble des phases
G1, S et G2 constitue l'interphase : période qui sépare deux mitoses. La plupart des cellules
de vertébrés qui ne proliféerent pas quittent le cycle en G1 pour entrer dans une phase de

guiescence notée GO.
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Figure 1: Schéma du déroulement du cycle cellulaire
GO0 = phase de quiescence, G1 et G2 = intervalles de préparation, S = synthese ou réplication de
I’ADN, M = mitose qui comprend: prophase, prométaphase, métaphase, anaphase, télophase et

cytodiérése (photos obtenues par microscopie électronique, 1200x, Nultsch W et Grahle A)

Les principaux acteurs du cycle cellulaire sont des protéines kinases
hétérodimériques a activité sérine/thréonine (Figure 2). Ces complexes sont composés d’'une
unité catalytiqgue (Cdk pour « cyclin-dependent kinase ») qui correspond a une kinase dont
l'activité est dépendante d’une unité régulatrice appelée Cycline car synthétisée et dégradée
a chaque cycle (Malumbres and Barbacid 2005). L’activité de ces complexes peut étre
bloquée par des inhibiteurs regroupés sous le terme de CDKI (« Cdk inhibitors »). Deux
familles de CDKI ont été identifiées : la famille INK4 (p16™¢4?, p15™K* p18™K4e et p19™ 4d) et
la famille Cip/Kip (p21°P*, p27"** et p57%*?) (Sherr and Roberts 1999).
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Figure 2 : Principaux complexes Cycline-Cdk au cours du déroulement du cycle cellulaire.
GO = phase de quiescence, R = point de restriction, G1 et G2 = intervalles de préparation,

S = synthése ou réplication de ’ADN, M = mitose.

1. Laphase G1

L’entrée dans le cycle est en étroite relation avec des signaux extérieurs afin de
synchroniser cycle cellulaire et croissance. Cultivées en I'absence de facteur de croissance,
les cellules de mammiféres sont a I'état diploide et arrétées en phase GO. Aprés I'apport en
facteurs de croissance, ces cellules dites quiescentes franchissent le point de restriction qui
leur permet d’initier et de progresser a travers la phase G1 vers la phase S (Blagosklonny
and Pardee 2002). Le début de la phase G1 est la seule partie du cycle cellulaire
dépendante des facteurs de croissance, elle est dite dépendante des mitogénes. En effet,
une fois le point de restriction franchi, la privation en facteurs de croissance n’est plus

capable de bloquer la progression du cycle cellulaire.

La transition du point de restriction est permise par 'accumulation de protéines dont
la synthése est sensible aux facteurs de croissance. La famille des cyclines de type D a été
montrée comme étant impliquée dans cette transition. Les facteurs de croissance régulent la
CylineD1 au moyen de quatre mécanismes : induction de sa transcription, protection vis-a-

vis du protéasome, translocation au noyau et assemblage avec ses partenaires catalytiques



(Cdk4 et Cdk6) (Ekholm and Reed 2000). L’activation précoce de la voie des MAPK de type
ERK puis l'activation plus tardive de la voie PI3K/Akt sont requises pour la transition G1/S
induite par les facteurs de croissance (Jones and Kazlauskas 2001). Une fois assemblés, les
complexes CyclineD-Cdk4 et CyclineD-Cdk6 actifs phosphorylent les membres de la famille
des protéines du rétinoblastome (Rb) (Hinds et al. 1992) qui comprend Rb, p107 et p130.
Ces protéines comportent de multiples sites de phosphorylation pour les Cdk, par exemple
Rb en posséde 16, seuls quelques-uns sont reconnus par les complexes CyclineD-Cdk. Des
études in vitro ont démontré qu'’il existait une redondance entre Cdk4 et Cdk6 et aussi parmi
les cyclines de type D. Il est probable que les propriétés uniques de ces molécules soient
liées a leur spécificité tissulaire et/ou leur activation différentielle au cours du développement
(Ciemerych and Sicinski 2005).

La forme non-phosphorylée de Rb bloque la transition G1/S par sa liaison au facteur
de transcription E2F et par la répression de la transcription. La phosphorylation de Rb
'empéche de se lier a E2F qui peut alors induire ou réprimer la transcription de nombreux
génes nécessaires a la transition G1/S. Notamment, E2F1 permet la trans-activation de
génes codant des protéines impliqguées dans le métabolisme des nucléotides et la synthese
d’ADN. La dépendance en facteurs de croissance s’arréte avec la phosphorylation de Rb en
milieu de phase G1 (Weinberg 1995). Cependant, d’autres acteurs protéiques interviennent
ensuite pour amplifier le mécanisme. En effet, E2F1 induit I'expression de la CyclineE qui
forme un complexe avec Cdk2 et nécessaire a une complete phosphorylation de Rb. De
plus, CyclineE-Cdk2 phosphoryle p27%P! entrainant la dégradation de cet inhibiteur
(Blagosklonny and Pardee 2002).

2. La transition G1/S

En plus de la phosphorylation de Rb, I'activité kinase du complexe CyclineE-Cdk2 est
essentielle a linitiation de la réplication de 'ADN en favorisant la localisation des protéines
de maintenance des chromosomes (MCM) au niveau des origines de réplication. D’autres
substrats sont connus pour étre phosphorylés par CyclineE-Cdk2, comme des protéines
impliquées dans la modification des histones, la réplication et la réparation de 'ADN, ou
encore la duplication et la maturation des centrosomes (Malumbres and Barbacid 2005).
Mais une fois entré en phase S, il est nécessaire que ce complexe soit dégradé afin d’éviter
un phénomeéne de re-réplication. Ceci est assuré en partie par la rapide dégradation de la

CyclineE par le protéasome au moyen de I'ubiquitine ligase SCF.
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Aprés la dégradation de la CyclineE, Cdk2 s’associe aux Cyclines de type A
nouvellement synthétisées grace a la forte inactivation de Rb qui a permis leur transcription.
La CyclineA-Cdk2 peut alors phosphoryler de nombreuses protéines requises dans la propre
progression de la phase S ainsi que sa sortie. Ces protéines incluent des régulateurs de la
CyclineA (Rb), des facteurs de transcription (E2F1), des protéines impliquées dans la
réplication et la réparation de 'ADN, la modification des histones, la protéolyse dépendante
de l'ubiquitine ainsi que les points de contrdle du cycle cellulaire (p53, p21°**, MDM2) (Sherr
and Roberts 1999).

3. Latransition G2/M

En fin de phase S, les cyclines de type A s’associent a Cdk1. Les complexes
CyclineA-Cdk2 et CyclineA-Cdkl partagent plusieurs substrats tels que les protéines
impliquées dans la réplication de 'ADN (MCM et Cdc7) ou dans le contréle de la progression
du cycle cellulaire (Rb, p53 et BRCA2). Le rble différentiel de ces deux complexes au cours
des phases S et G2 reste obscur. Pendant la phase S, les cyclines de type A sont dégradées
par le protéasome et les cyclines de type B sont activement synthétisées (Malumbres and
Barbacid 2005).

Cdkl se lie alors aux cyclines de type B formant un complexe essentiel pour
I'enclenchement de la mitose. Cdk1 se lie préférentiellement aux isoformes B1 et B2 des
cyclines B. Le rble de l'isoforme B3 n’est pas encore bien compris. Le complexe CyclineB-
Cdkl, appelé MPF pour « mitose promoting factor », régulent plusieurs événements au
cours de la transition G2/M et de la progression a travers la mitose. Dans le cytoplasme, le
MPF s’associe aux centrosomes durant la prophase, ou il induit la séparation des
centrosomes. Le MPF est aussi impliqué dans différents processus comme la condensation
des chromosomes, la fragmentation du réseau Golgien et la dissociation de I'enveloppe
nucléaire (Malumbres and Barbacid 2005). En fait, le MPF pourrait phosphoryler plus de 70
protéines chez les mammiféres et une étude de criblage des substrats de Cdkl chez les
levures semble considérablement allonger cette liste (Ubersax et al. 2003). L’inactivation du
MPF est indispensable pour la sortie de mitose. Ceci est assuré par 'APC/C (« anaphase
promoting complex/cyclosome ») qui envoie le MPF vers le protéasome et donc induit sa

dégradation.
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Ill. Les points de contrble du cycle cellulaire

Au cours du cycle cellulaire, les points de contréle établissent une relation de
dépendance entre deux processus biochimiquement indépendants, assurant ainsi la
réalisation compléte d’une phase du cycle avant le passage a la suivante. Ces étapes sont
cruciales dans la régulation de la prolifération et la conservation de l'intégrité du génome,

elles sont donc contrdlées a chaque cycle méme lors d’'un déroulement correct du cycle.

A. Le point de controle du dommagqe a ’ADN

Le dommage a I’ADN est un événement relativement commun au cours de la vie
d’'une cellule et peut étre dramatique pour sa vie et plus largement celle de I'organisme. En
effet, sous I'effet de rayonnements ionisants ou du simple fonctionnement de la cellule, en
induisant la production d’espéces réactives d’oxygéne (ROS pour « reactive oxygene
species »), ’ADN subit des Iésions qui peuvent provoquer une instabilité génétique et plus
tard l'apparition de cancers. La coordination entre réplication de I'ADN (quantité) et
réparation des dommages a I'ADN (qualité) est donc absolument indispensable pour
conserver l'intégrité du génome. La détection de dommages a I’ADN se fait tout au long du
cycle cellulaire. Suite a une lésion de 'ADN, plusieurs réponses sont induites : (i) élimination
du dommage a I’ADN et restauration de la continuité du duplex d’ADN, (ii) activation du point
de controle du dommage a ’'ADN qui bloque le cycle cellulaire pour permettre la réparation
et éviter la transmission de chromosomes endommagés ou incomplets, (iii) induction de
'apoptose (mort cellulaire programmée) si le dommage est trop sérieux et la cellule

considérablement dérégulée (Sancar et al. 2004).

De facon simplifiee, le point de contrdle du dommage a I’ADN fait appel aux deux
membres de la famille des PIKK (« phosphoinositide 3-kinase-like kinase ») : ATM et ATR
(Hurley and Bunz 2007). ATM (« ataxia telangiectesia mutated ») est plus spécialisée dans
la réponse aux cassures double-brin causée par les radiations ionisantes, tandis que ATR
(apparentée a ATM) l'est plus face aux dommages causés par I'action des ultra-violets
(Abraham 2001). ATR et ATM phosphorylent Chkl et Chk2 respectivement (« checkpoint
kinases 1 and 2 »), qui entrainent l'arrét du cycle cellulaire via la phosphorylation de
plusieurs cibles (Cdc25, p53, BRCA1l). Néanmoins, ATM et ATR peuvent fonctionner
ensemble, formant un circuit moléculaire intégré (Hurley and Bunz 2007). De fagon

intéressante, les souris Chkl™ comme ATR” ne sont pas viables (Liu et al. 2000) au
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contraire des souris Chk2” ou ATM” qui semblent montrer des points de contréle proches
de la normale (Xu et al. 1996) (Jack et al. 2002). Cependant, comme les mutations de p53,
celles de Chk2 peuvent étre la cause du syndrome de Li-Fraumeni qui correspond au
développement simultané de plusieurs cancers et dont la transmission est héréditaire selon

un mode dominant (Sancar et al. 2004).

B. Le point de controle de la phase S

Le point de contréle de la phase S s’assure que la mitose ne commence pas avant la
réplication compléte de 'ADN afin de prévenir I'apparition de cellules aneuploides (Smith et
al. 2002). Seule la kinase ATR serait requise pour bloquer I'enclenchement de la mitose
avant la fin de la réplication. En effet, méme si la réplication est bloquée, la déplétion de ATR
chez le xénope cause l'activation prématurée du complexe responsable de I'entrée en
mitose : CyclineB-Cdk1l (Hekmat-Nejad et al. 2000). Dans ce systeme, ATR est associée a la
chromatine de facon dépendante de la réplication, formant un large complexe sous forme de
foci nucléraires regroupant de nombreuses protéines : des suppresseurs de tumeurs, des
protéines de la réparation de 'ADN et des points de controle. Ce complexe se dissocie une
fois la réplication complete. Chez les eucaryotes supérieurs, différentes études identifient
Chkl, plutdt que Chk2, comme la kinase clé du point de contrble de la phase S.
L'immunodéplétion de Chk1 dans des extraits d’ceufs de xénope induit I'incapacité a retarder
le cycle cellulaire en réponse au blocage de la réplication (Kumagai et al. 1998), phénotype

aussi observé suite a I'immunodéplétion de ATR (Guo et al. 2000).

C. Le point de contréle dépendant des topoisomérases |l

Les ADN topoisomérases |l sont requises pour la condensation et la ségrégation des
chromosomes chez les eucaryotes. Bien que ce soit des événements mitotiques, leur
achévement correct dépend en partie de l'activité des topoisomérases Il au cours de la
réplication de 'ADN et de la phase G2. Les topoisomérases Il éliminent les caténations des
molécules d’ADN qui pourraient empécher la condensation de la chromatine en début de
mitose. Cependant, l'identification des acteurs et des mécanismes précis de ce contrble est
ralentie par son absence chez les levures et le manque de spécificité des inhibiteurs de

topoisomérases Il qui induisent fréiquemment des dommages a 'ADN (Smith et al. 2002).
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D. Le point de controle de 'assemblage du fuseau mitotique

En 1991, deux criblages indépendants identifient plusieurs génes dont la mutation
permet a S.cerevisiae de contourner I'arrét en mitose en présence de poisons du fuseau : les
génes MAD (« mitotic-arrest deficient ») et BUB (« budding uninhibited by benzimidazole »)
(Hoyt et al. 1991) (Li and Murray 1991). Ces génes sont conservés chez tous les eucaryotes
et impliqués dans une voie de signalisation active en prométaphase qui empéche la
séparation des chromatides sceurs. C’est le point de contréle de I'assemblage du fuseau

mitotique, noté SAC pour « spindle-assembly checkpoint ».

1. Les acteurs du SAC

Le SAC cible Cdc20, un cofacteur de l'ubiquitine ligase APC/C (« anaphase-
promoting complex/cyclosome »). Plus précisément, le SAC inhibe la capacité de Cdc20 a
activer la polyubiquitination de deux substrats par APC/C, sécurine et CyclineB, qui sont
alors protégés de leur dégradation par le protéasome (Figure 3). La sécurine inhibe une
protéase connue sous le nom de séparase. La séparase est requise pour le clivage des
complexes de cohésine qui assurent le maintien des chromatides sceurs ensemble, ce
clivage étant un événement nécessaire a I'exécution de 'anaphase (Peters 2006). De plus,
la protéolyse de la CyclineB permet d’inhiber Cdk1, la kinase mitotique majeure, ce qui
entraine la sortie de la mitose. En gardant Cdc20 sous contrble, le SAC empéche cette
cascade d’événements, prolongeant ainsi la prométaphase jusqu’a ce que tous les
chromosomes aient une configuration amphitélique (bi-orientation) sur la plaque
métaphasique, c’est-a-dire que les deux chromatides sceurs soient attachées chacune a un
pble opposé de la cellule. Finalement, la bi-orientation des chromosomes permet d’éteindre

le SAC, de lever l'arrét en mitose et d’enclencher 'anaphase.
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Figure 3 : Relation entre le SAC et la machinerie du cycle cellulaire.
Lorsque les chromosomes (en bleu) sont correctement attachés aux deux pdles de la cellule, le SAC
est inactivé, Cdc20 peut activer 'APC/C qui entraine la dégradation de la sécurine (SEC) et donc
l'activation de la séparase conduisant a la dégradation de la cohésine maintenant les deux
chromatides ensemble. L'APC/C permet aussi la dégradation de la CyclineB, donc I'inactivation de
Cdk1. D’apres Musacchio A et Salmon ED, Nat Rev Mol Cell Biol. 2007 May;8(5):379-93.

Le complexe du point de contrdle mitotique MCC (« mitotic checkpoint complex ») qui
contient les trois protéines du SAC - MAD2, BUBR1 (Mad3) et BUB3 - ainsi que Cdc20 lui-
méme, constitue I'effecteur du SAC (Sudakin et al. 2001). Le MCC se lie a ’APC/C et le rend
incapable d’exercer son activité ubiquitine ligase sur la CyclineB et la sécurine (Figure 3). En
dehors du complexe MCC, d’autres protéines constituent le corps du SAC comme MAD1,
BUB1, MPS1 (« multipolar spindle 1 ») et Aurora-B. Ces protéines sont nécessaires pour
amplifier le SAC et la formation du complexe MCC. De nombreuses protéines additionnelles
régulent l'activité du SAC chez les eucaryotes supérieurs, comme par exemple des kinases
(PLK1 : « polo-like kinase 1 ») et des protéines motrices des microtubules (kinésine et

dynéine) (Musacchio and Salmon 2007).
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Au cours de la prométaphase, Cdc20 et toutes les protéines du SAC sont concentrés
au niveau du kinétochore qui est un large assemblage protéique localisé au niveau des
centroméres et impliqué dans I'attachement des chromosomes au fuseau de microtubules.
En fait, le kinétochore fournit une plateforme catalytique qui accélére 'assemblage du MCC.
Finalement, le SAC contrdle un aspect du fuseau : l'interaction entre le kinétochore et les

microtubules (Musacchio and Salmon 2007).

2. Le contrdle de ’attachement et de latension par le SAC

La configuration amphitélique des chromatides sceurs est la seule condition qui
fournit & la fois un signal d’attachement et un signal de tension des kinétochores aux

microtubules, la cellule peut alors progresser vers I'anaphase (Figure 4).

Certaines protéines du SAC sont immédiatement éliminées du kinétochore aprés
'attachement du bout « plus » du microtubule a celui-ci. C’est le cas de MAD2, qui est
localisé uniquement au niveau des kinétochores non attachés en prométaphase ou dans les
cellules traitées par du nocodazole qui induit la dépolymérisation des microtubules et donc
empéche l'attachement des kinétochores aux microtubules. Inversement, la quantité de
MAD?2 est considérablement réduite (de 50 a 100 fois) lorsque le kinétochore est occupé par
des microtubules (Figure 4) (Waters et al. 1998). L’absence de MAD2 participe a I'extinction
du SAC.
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L’étirement de la chromatine centromérique augmente la distance entre les deux
kinétochores fils et donc la tension dans le cas de chromosomes amphitéliques. La tension
constitue un critere fondamental pour discriminer les attachements incorrects. Par exemple,
si deux kinétochores fils sont attachés aux microtubules d’'un méme péle de la cellule
(attachement synthélique), aucune tension ne sera générée. L’attachement incorrect est
alors déstabilisé par Aurora-B afin qu’un nouvel attachement correct soit réalisé (Pinsky and
Biggins 2005). Donc la tension au niveau du centromére participe aussi a I'extinction du

SAC, en collaboration avec 'attachement kinétochore-microtubules.

3. Larégulation du SAC et la sortie de mitose par le CPC

Le « chromosomal passenger complex » ou CPC est composé de la kinase Aurora-B
et de trois protéines non-enzymatiques : INCENP (« inner centromere protein »), survivine et
boréaline qui assurent la régulation de la localisation, de I'activité kinasique et de la stabilité
d’Aurora-B (Ruchaud et al. 2007a). L’ARN interférence ciblant un des membres du CPC
induit la délocalisation des autres membres, I'arrét en mitose et la déstabilisation d’'une ou
plusieurs des autres sous unités (Honda et al. 2003). En effet, INCENP constituerait une
protéine de structure en interagissant avec les trois autres membres du complexe. De plus,
l'extrémité C-terminale de INCENP serait impliquée dans la fixation et la modulation de
l'activité sérine/thréonine kinase de Aurora-B par une boucle d’amplification. La survivine
participerait a la localisation du complexe et la boréaline a sa stabilisation. Les fonctions du
CPC sont multiples au cours de la mitose. Elles s’étendent du contréle des interactions
kinétochore-microtubule et de la cohésion entre les chromatides sceurs a 'achévement de la
cytodiérese. Le CPC intervient également dans la régulation de la structure des
chromosomes et du fuseau mitotique. D’ailleurs, la localisation particuliére du CPC au cours
de la mitose reflete probablement ses différentes fonctions (Figure 5). En effet, le CPC est
observé sur la chromatine (bras et centroméres des chromosomes) en prophase, localisé au
niveau des centromeéres en métaphase puis sur le cortex et fuseau équatoriaux en anaphase

et enfin concentré au niveau du sillon de clivage en télophase (Ruchaud et al. 2007a).
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Figure 5: Localisations et fonctions du complexe CPC au cours de la mitose.
Les multiples fonctions (en gris) du CPC sont étroitement reliées a sa dynamique de localisation (en
vert) durant la mitose. En prophase : le CPC est trouvé sur les bras et centromeres des chromosomes
ou il participe a leur structure et a 'assemblage du fuseau mitotique. En prométaphase et métaphase :
le CPC se concentre aux centromeéres ou il aide le point de contrdéle du SAC dans I'attachement
correct des chromosomes au fuseau mitotique. En anaphase : le CPC est localisé sur le cortex et le
fuseau équatorial ou il assure la formation du fuseau central puis du sillon de clivage en télophase afin
de permettre la cytodiérese. D’apres Ruchaud S et al. Nat Rev Mol Cell Biol. 2007 Oct;8(10):798-812.

Si un détecteur de tension existe lors du SAC, le CPC est un bon candidat. Aurora-B
n’est pas requise pour maintenir un arrét en mitose causé par un manque d’attachement des
kinétochores aux microtubules (cas du nocodazole par exemple) mais nécessaire pour l'arrét
temporaire du cycle cellulaire sous certaines conditions qui empéchent la formation d’'une
tension intra-kinétochore (cas du taxol et des chromosomes non répliqués par exemple).
Aurora-B détecte et déstabilise les attachements incorrects, les kinétochores non attachés
étant ensuite détectés par le SAC (Pinsky and Biggins 2005). En effet, Aurora-B est

spécialement impliquée dans la correction des attachements mérotéliques (Figure 4). De tels
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attachements ne peuvent pas étre détectés par le SAC puisque dans ce cas, la bi-orientation
des chromosomes produit un signal d’occupation et de tension des kinétochores suffisant
pour outrepasser le SAC. Sans correction, l'attachement mérotélique du chromosome
conduit a une réduction de sa mobilité et a un défaut de ségrégation de ses chromatides lors
de l'anaphase. Le complexe INCENP-survivine jouerait un réle important dans la détection
de la tension tandis que Aurora-B serait essentielle pour la déstabilisation des attachements
incorrects, entre autre par la phosphorylation de la kinésine MCAK (Vader et al. 2006).
Cependant, Aurora-B pourrait aussi participer directement au SAC en favorisant
'assemblage du complexe MCC (Morrow et al. 2005). En effet, I'inhibition de Aurora-B réduit
significativement la localisation de MAD2 et BUBR1 au niveau des kinétochores sous I'effet

du nocodazole.

Enfin, le CPC est absolument essentiel lors de la cytodiérése. INCENP est retrouvé
au niveau du sillon de clivage avant la myosine Il. Bien que la localisation normale du CPC
ne soit pas nécessaire pour linitiation du sillon, des études révélent son réle crucial dans
l'achévement de la cytodiérése. Aurora-B semble requise pour la phosphorylation et la
localisation de protéines de la famille des kinésines (MLKP1 et MLKP2), la vimentine ou

encore des protéines activatrices des Rac GTPase (Ruchaud et al. 2007a).

V. Déréqulation du cycle cellulaire dans les cancers

A. Prolifération indépendante des signaux de croissance

Aucun type de cellules normales ne peut proliférer en absence de signaux de
croissance. Au contraire, les cellules tumorales montrent invariablement une grande
diminution de leur dépendance a de tels signaux provenant du microenvironnement
puisqu’elles générent elles-mémes leurs propres signaux de croissance. Nombreux sont les

oncogénes qui miment I'effet des signaux de croissance (Hanahan and Weinberg 2000).

Trois stratégies moléculaires ont été mises en évidence dans l'acquisition de
'autonomie des cellules tumorales aux mitogénes : altération des signaux extracellulaires,
des transducteurs transmembranaires de ces signaux ou des circuits intracellulaires qui

traduisent ces signaux en action. En effet, il n’est pas rare que les cellules cancéreuses
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acquierent la capacité a synthétiser des facteurs de croissance auxquels elles répondent,
créant une boucle autocrine. C'est le cas des glioblastomes et sarcomes qui produisent
respectivement du PDGF (« platelet-derived growth factor ») et du TGFa (« tumor growth
factor a ») (Hanahan and Weinberg 2000). La surexpression de récepteurs aux facteurs de
croissance peut aussi étre a l'origine d’'une sensibilité exacerbée a des niveaux trés faibles
de ces facteurs conduisant a une prolifération anormale. Par exemple, HER2/neu est
surexprimé dans les tumeurs du sein (Slamon et al. 1987). L’altération structurale du
récepteur, comme des versions tronquées sans partie cytoplasmique, peut également
conduire a l'activation constitutive de celui-ci. Un changement dans les types d’intégrines
exprimés a la surface de la cellule peut aussi avoir des répercussions sur les signaux
transmis par la matrice extracellulaire. Le mécanisme le plus complexe est l'altération des
circuits moléculaires intracellulaires. La voie Ras/Raf/MAPK joue un réle central dans la
cancérogenese. Environ 25% des tumeurs humaines présentent une forme active de Ras en
absence de stimulation en amont (Medema and Bos 1993). De plus, il existe de nhombreuses

connexions entre Ras et d’autres voies de signalisation comme avec PI3K.
Cependant, le concept d’autonomie est plus large que la cellule tumorale elle-méme.

L’environnement comme les cellules stromales, endothéliales, immunitaires et les autres

cellules tumorales voisines forme un tout qui soutient la croissance de la tumeur.

B. Prolifération insensible aux points de contrble

Des phénoménes d’adaptation aux points de contrble ont été originellement décrits
chez S.cerevisiae et Xenopus. Récemment, ces mémes phénomeénes ont été révélés dans
les cellules humaines (Syljuasen 2007). Bien que la plupart des cellules résistantes aux
points de contréle meurent des suites d’'une accumulation excessive de dommages a I'ADN,
certaines peuvent survivre et proliférer avec leur ADN endommagé. L’adaptation aux points
de contrdle du cycle cellulaire favorise ainsi I'instabilité chromosomique et donc I'apparition

de cancers.

Les mécanismes moléculaires d’adaptation des cellules humaines aux points de
contrble du cycle cellulaire restent & élucider. Les travaux réalisés sur les levures et 'ceuf de
xénope fournissent une précieuse aide pour les recherches conduites chez 'Homme. Il
semblerait qu’'une cellule a 'TADN endommagé arrétée en phase G2 de fagon prolongée voit
son taux de CyclineB augmenté graduellement jusqu’a lui permettre de passer le point de

contrle et d’entrer en mitose. En effet, chez le xénope, cette adaptation aux points de
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contrle n’est pas le résultat d’'un processus entrainant une décision active, mais semble
plutdét correspondre au résultat d’'un point de contrdle prolongé et dépendant de la kinase
ATR (Syljuasen 2007).

L’oncogéne c-Myc est également impliqué dans la dérégulation du cycle cellulaire.
Son expression anormale résulte en une activation oncogénique et contribue a la
progression de nombreuses tumeurs. Plusieurs études ont montré une augmentation de
I'expression des régulateurs du cycle cellulaire comme p15™K** p27°"* ou gadd45 dans les
cellules dépourvues de c-Myc par rapport aux cellules parentales (Gartel and Shchors 2003).
La transcription du géne de p21“" est réduite dans les cellules qui surexpriment c-Myc
(Coller et al. 2000). En fait, c-Myc semble impliqué dans la modulation de I'expression de 10
a 15% des génes d’une cellule, participant ainsi a la prolifération, la survie et I'établissement
d’'un environnement oncogénique permissif. Récemment, une fonction plus large a été
attribuée a c-Myc. En effet, au-dela de son activité de facteur de transcription traditionnel, cet
oncogéne participerait au maintien d’'un état transcriptionnel actif de maniére globale a
travers le recrutement de nombreux modulateurs de la structure de la chromatine (Knoepfler
2007). D’ailleurs, la surexpression de c-Myc a été impliquée dans linstabilité génomique et

les réarrangements chromosomiques a travers le remodelage des téloméres de

chromosomes (Louis et al. 2005).

Dans les cellules normales, l'activation accidentelle d’oncogénes entraine une
réponse empéchant la progression vers un état tumoral. Cette réponse peut étre due a la
mort cellulaire ou a l'arrét permanent du cycle cellulaire appelé sénescence. Le plus souvent,
la sénescence correspond a un arrét du cycle cellulaire irréversible et métaboliquement
viable. Cependant, une des caractéristiques des cellules tumorales est leur résistance a
linduction de la sénescence par des dommages a I'’ADN ou un dysfonctionnement des
téloméres de leurs chromosomes (Mallette and Ferbeyre 2007). Ainsi, leur prolifération est
maintenue, ce qui est indispensable pour la tumeur. Néanmoins, un défaut de sénescence
est souvent insuffisant pour la transformation oncogénique (Campisi and d'Adda di Fagagna
2007). Les cellules malignes doivent trouver un moyen de proliférer sans mourir malgré leur

instabilité génomique.
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L’APOPTOSE

I. Introduction

La mort cellulaire programmée désigne une mort cellulaire physiologique impliquant
un processus actif sous le contréle d’'un programme génétique codé par la cellule elle-méme.
Initialement utilisé pour décrire des cellules qui meurent a un moment et a un lieu précis au
cours du développement, c’est aussi un processus par lequel des cellules surnuméraires,
dysfonctionnelles ou ectopiques disparaissent de [lorganisme. La mort cellulaire
programmée est donc nécessaire au développement et au bon fonctionnement de tout

organisme vivant.

Dés le milieu du XIXe siécle, on savait que la disparition d’'une cellule ne résultait pas
d’'une simple incapacité a résister a 'usure du temps ou aux agressions de I'environnement
mais plutdt de la capacité a s’autodétruire. Cependant, c’est seulement depuis moins de 30
ans que la mort cellulaire programmée est considérée par les biologistes comme une
fonction a part entiere. Ce domaine de recherche a alors connu un essor considérable.
Apoptosis est un terme grec qui désigne la chute des feuilles d’arbres et des pétales de
fleurs, qui sont des événements programmeés. En 1972, Kerr, Wyllie et Currie utilisent pour la
premiére fois le terme d’apoptose pour décrire un phénoméne de mort cellulaire
programmeée qui suit une séquence d’événements cellulaires précis (Kerr et al. 1972). La
définition de I'apoptose repose alors uniquement sur des critéres morphologiques associant
condensation cytoplasmique et chromatinienne, fragmentation de I'’ADN, bourgeonnement
de la membrane plasmique et perte de I'asymétrie membranaire. Ces changements sont
rapidement suivis par la phagocytose des corps apoptotiques, ce qui permet d’opposer
'apoptose a la nécrose. En effet, la nécrose correspond a une mort cellulaire accidentelle
entrainée par des dommages physiques ou chimiques de la cellule. Au contraire d’'une
cellule nécrotique, une cellule apoptotique ne déverse pas son contenu cytoplasmique dans

I'espace intercellulaire, ce qui minimise voire élimine les réactions inflammatoires.

La cellule en apoptose est caractérisée par la dégradation de son ADN en fragments
de 180 a 200 paires de bases. L’externalisation des phosphatidylsérines, normalement
confinées sur la membrane interne de la membrane plasmique, constitue également une

caractéristique des cellules apoptotiques. Ceci permet aux corps apoptotiques contenant des

22



éléments cytoplasmiques et nucléaires d’étre reconnus et phagocytés. Le processus
d’apoptose est alors terminé sans avoir entrainé de réaction inflammatoire. En effet, la mort
cellulaire programmée par apoptose est avant tout la réponse a une situation physiologique,
comme c’est le cas lors du développement embryonnaire et post-natal, de I'établissement du
systeme immunitaire, de la réponse immunitaire et du maintien de 'homéostasie tissulaire.
Ainsi, 'apoptose et la mitose sont complémentaires tout en ayant des réles opposés, ils
régulent ensemble les différentes populations cellulaires d’'un organisme. Cependant, tout
comme le cycle cellulaire, des anomalies survenant dans la régulation de 'apoptose peuvent
participer a des situations pathologiques comme c'est le cas pour les maladies

neurodégénératives ou le cancer (Elmore 2007).

Enfin, des liens existent entre les difféerents mécanismes de mort cellulaire
programmée. Si la nécrose est souvent observée en tant qu’apoptose secondaire
notamment pour les cultures in vitro puisque celle-ci ne peuvent subir la phagocytose,
d’autres types de mort cellulaire programmée ainsi que leurs interconnections sont a I'étude.
L’autophagie représente un autre mécanisme de mort cellulaire programmée qui, comme
'apoptose, possede un réle important dans le développement et les réponses cellulaires a la
privation en nutriments, et semble méme impliguée dans certaines maladies humaines. La
mort cellulaire par autophagie est caractérisée par la séquestration de cytoplasme et
d’organelles dans des vésicules particuliéres appelées « autophagosomes » qui déversent
leur contenu dans les propres lysosomes de la cellule pour leur dégradation. L’autophagie et
'apoptose ne sont pas exclusives. D’ailleurs, 'autophagie peut constituer une phase précoce
a l'apoptose. Cependant, dans certaines circonstances, elle peut au contraire constituer un
mécanisme de sauvegarde et d’adaptation pour la cellule a un environnement non favorable
pour sa croissance. Ainsi, la relation entre 'autophagie et 'apoptose semble ambivalente
(Maiuri et al. 2007).

Il. Les caspases

A. Structure et fonction

Y

Les caspases sont des endoprotéases a cystéine qui sont synthétisées dans la

cellule sous forme de proenzymes c’est-a-dire des précurseurs enzymatiques inactifs. Ces
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protéases sommeillent dans la cellule saine, mais en réponse a un stimulus de mort
cellulaire, sont converties en enzymes actives, soit par clivage protéolytique soit par
recrutement au sein de larges complexes. Les caspases peuvent alors cliver leurs substrats
typiquement aprés des résidus d’aspartate et sont responsables de la plupart des
changements biochimiques et morphologiques caractéristiques de la mort par apoptose. La
spécificité des caspases pour leur substrat est conservée et déterminée en particulier par la
nature du résidu en position 4 du site de reconnaissance (WEXD, DEXD ou (L/V)EXD) (Shi
2002).

Le r6le fondamental des caspases dans le processus apoptotique a été défini pour la
premiere fois quand CED-3, une protéase a cystéine requise pour I'apoptose, fut découverte
chez le nématode Caenorhabditis elegans. CED-3 fut ensuite identifiee comme faisant partie
d’'une famille de protéases hautement conservée au cours de I'évolution. Le premier
homologue identifié chez les mammiféres fut ICE (pour « interleukin-1 converting enzyme »),
plus tard rebaptisé Caspase-1. Actuellement, 14 caspases ont été identifiées chez les
mammiféres (Figure 6), 7 d’entre elles sont centrales dans la régulation du processus
d’apoptose (Lamkanfi et al. 2002). En dehors de cette fonction, les caspases ont également
été impliquées dans le systéme immunitaire a travers des processus comme la prolifération,

la différenciation ou encore I'expression de cytokines (Sehra and Dent 2006).
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Figure 6 : Structure des caspases.
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Sous forme de proenzyme, les caspases contiennent trois domaines : I'extrémité N-
terminale porte le prodomaine, I'extrémité C-terminale porte une petite sous-unité et entre les
deux, on trouve une grande sous-unité contenant le site catalytique a résidu cystéine dans
un motif conservé (QACXG ou X = R, Q ou G) (Figure 6). Le prodomaine est séparé de la
grande sous-unité par un résidu d’aspartate constituant un site de clivage, alors qu’un ou
plusieurs sites sont présents entre la grande et la petite sous-unité. Deux événements de
clivage sont nécessaires pour activer la caspase en protéase fonctionnelle. Le premier
clivage protéolytique divise la proenzyme en grande et petite sous-unité. Le second élimine
le prodomaine. Finalement, la caspase fonctionnelle forme un tétramere de deux grandes
(p20) et deux petites (p1l0) sous-unités. La présence du résidu aspartate dans le site de
clivage de la caspase fait que la caspase a la capacité de s’autoactiver suite a son
agrégation ou d’étre activée par une autre caspase lors d’'une boucle d’amplification
(Earnshaw et al. 1999).

B. Activation des caspases

Chez les mammiferes, les caspases apoptotiques sont classées en deux
groupes selon leur stucture et leur fonction: les caspases initiatrices qui sont les Caspases-2,
-8, -9 et -10, et les caspases exécutrices qui sont les Caspases-3, -6 et -7 (Figure 6). Les
caspases initiatrices different des caspases exécutrices par leur long domaine au niveau de
leur extrémité N-terminale qui leur permet d’interagir avec des domaines DED (pour « death
effector domain ») ou CARD (pour « caspase recruitment domain ») présents dans les
protéines adaptatrices comme FADD (pour « Fas-associated protein with death domain ») ou
Apaf-1 (pour « apoptosis protease activating factor-1 »), respectivement. Les caspases
exécutrices possédent un prodomaine plus court (de 10 a 40 résidus) ne leur permettant pas
d’étre recrutées et oligomérisées. Ces caspases sont activées a la suite de leur clivage par
une autre caspase a prodomaine court ou long, ou encore par le granzyme B, aboutissant a
un fonctionnement dit en cascade (Shi 2004). L’activation des caspases initiatrices peut
résulter de deux signalisations de mort cellulaire : (i) la voie extrinséque des récepteurs de

mort et (i) la voie intrinséque mitochondriale.
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lll. Les voies d’apoptose

A. Lavoie extrinséque des récepteurs de mort

Les récepteurs de mort sont des protéines transmembranaires qui activent 'apoptose
suite a la fixation de leurs ligands spécifiques. L’apoptose peut donc étre déclenchée par des
signaux provenant de I'environnement de la cellule. Cette voie est importante notamment

dans le cadre de I'immunité.

1. La superfamille des TNF-R

La voie apoptotique extrinséque est déclenchée par 'activation des récepteurs de la
famille du TNF-R (« tumor necrosis factor receptor») (Figure 7). Cette famille est subdivisée

en trois groupes classés selon leur structure et leur fonction (Locksley et al. 2001).

Le premier groupe des TNF-R comprend six récepteurs de mort cellulaire : CD95
aussi appelé Fas, TNFR1 (pour « tumor necrosis factor receptor 1 »), DR3 (pour « death
receptor 3 »), DR4 aussi appelé TRAIL-R1, DR5 aussi appelé TRAIL-R2, et DR6. Les
ligands de ces récepteurs appartiennent a la famille du TNF : CD95L (encore appelé FasL)
lie le CD95, le TNF et la Lymphotoxin-o. (LT-o) lient le TNFR1, Apo3 lie DR3, TRAIL (pour
« TNF related apoptosis inducing ligand ») aussi appelé Apo2L lie DR4 et DR5. Le ligand de
DR6 reste inconnu a ce jour. Ces récepteurs ont la particularité de posséder dans leur partie
intracellulaire une région conservée appelée domaine de mort (DD pour « death domain »).
Ce motif d’environ 80 acides aminés est requis pour la transmission du signal de mort par
ces récepteurs. Quant a leur partie extracellulaire, elle est riche en cystéine et faiblement
conservée (25% d’homologie) d’'un membre a I'autre de la famille, contrairement a la partie
intracellulaire. L’apoptose induite par ces récepteurs fait intervenir des protéines adaptatrices
qui agissent en formant de larges complexes nécessaires a la transduction du signal
(Dempsey et al. 2003).

Fas/FasL correspond au modéle classique de l'apoptose déclenchée par ces
récepteurs. La liaison de FasL a son récepteur entraine la trimérisation de celui-ci qui permet
la juxtaposition de trois domaines de mort (DD). La partie intracellulaire de Fas se lie alors a

la protéine adaptatrice FADD par I'intermédiaire de leurs DD. Outre son DD, FADD posséde

26



un domaine effecteur de mort (DED) grace auquel la Caspase-8 est recrutée sous sa forme
de proenzyme constituant ainsi un large complexe protéique appelé DISC (« death-inducing
signaling complex »). Le rapprochement des pro-Caspases-8 au sein du DISC permet leur
clivage réciproque et la libération des formes actives de la Caspase-8 dans le cytosol qui
peuvent a leur tour, cliver des caspases effectrices. La Caspase-8 peut aussi cliver Bid, une
protéine dite & « BH3 only » de la famille Bcl-2, qui sous sa forme active (tBid) met en jeu la
mécanique mitochondriale de I'apoptose. Les autres récepteurs comme TRAIL-R1 et TRAIL-

R2 semblent faire intervenir les mémes mécanismes de recrutement.
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Figure 7 : Superfamille des récepteurs du TNF.
D’aprés Danial NN et Korsmeyer SJ, Cell. 2004 Jan 23;116(2):205-19

Au contraire, TNFR1, DR3 et DRG6 utilisent d’autres protéines adaptatrices. Avant le
recrutement de FADD, TNFRL1 requiert celui de TRADD (« TNF receptor associated death
domain ») qui fixe la kinase RIP (« receptor interacting protein ») et la molécule TRAF-2
(« TNF receptor associated factor ») pour former un complexe multiprotéique. Dans un
premier temps, ce complexe permet d’activer les voies NF-xB et JNK. La voie NF-xB
régulant 'expression de protéines anti-apoptotiques comme c-FLIP, les IAP (« inhibitors of

apoptosis proteins ») et Bcl-2, I'activation de TNFR1 n’est pas en faveur d’'une apoptose
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mais plutét d’'une survie contre-balancant le message de mort induit par la Caspase-8
(Figure 7). Dans un deuxieme temps, ce complexe se dissocie du TNFR1 qui peut alors
recruter FADD et la Caspase-8 afin de déclencher I'apoptose. Donc, le TNFR1 est capable
d’induire I'apoptose uniquement dans certaines conditions comme lors de l'inactivation de la

voie NF-«B.

Le deuxiéme groupe de récepteurs de mort comprend TNFR2, CD40, CD30, LTBR,
0X40, 4-1BB, BAFF-R, BCMA, TACI, RANK, p75NGFR, HVEM, TNFRSF18, TROY, EDAR,
XEDAR, RELT et Fnl4. Grace a leur domaine intracellulaire TIMs, ils recrutent TRAF qui
active des voies de signalisation comme ERK, JNK, p38 ou NF-kB. Le troisieme groupe
comprend les récepteurs sans domaine de transduction : TRAIL-R3, TRAIL-R4, Decoy-R3 et
ostéoprotégérine (OPG), qui sont des récepteurs « leurres » capables de lier le ligand sans
transmettre de message et donc de moduler I'effet des deux autres groupes de récepteurs

de mort.

2. Régulation de la voie extrinseque

La Caspase-8 semble étre un élément essentiel dans la voie d’apoptose déclenchée
par I'activation des récepteurs de mort. En effet, des fibroblastes embryonnaires dépourvus
de Caspase-8 sont résistants aux effets cytotoxiques de FasL, TNF et TRAIL (Creagh and
Martin 2003).

La régulation de cette voie d’apoptose se fait en partie par I'activation paradoxale de
voies de survie, de prolifération ou de différenciation (NF-xB, ERK, p38, JNK, PI3K) lors de
l'activation de certains récepteurs de mort par leurs ligands et selon le type de protéines
adaptatrices ainsi recrutées (Micheau and Tschopp 2003). De plus, c-FLIP (« Flice-like
inhibitory protein ») joue un rdéle central dans la régulation de cette voie d’apoptose. Sous sa
forme longue, c-FLIP s’oppose au recrutement de la Caspase-8 par FADD et bloque aussi
son incorporation au complexe TRADD/RIP/TRAF-2 (Tschopp et al. 1998; Elmore 2007)
(Peter 2004). L’'expression de c-FLIP est en partie sous la dépendance de la voie NF-xB qui,
comme cela a déja été dit, activée par TNFR1 induit la survie des cellules. Il existe donc une
contradiction en ce qui concerne la réponse aux signaux de mort ou de survie par un méme
récepteur. Cette complexité mécanistique permet a la cellule, aprés l'intégration de ces

signaux, de pencher vers un c6té de la balance : mort ou survie ?
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B. La voie intrinséque mitochondriale

1. Lerble de la mitochondrie

La mitochondrie est un organite intracellulaire composé d’'une matrice entourée d’'une
membrane interne et d’'une membrane externe formant un espace intermembranaire. Elle est
depuis longtemps identifiée comme I'organite indispensable a la production d’ATP et n’a été
que récemment impliquée dans la régulation des mécanismes de mort cellulaire lorsqu’il a
été montré que le cytoplasme dépourvu de mitochondrie n’était pas capable d’induire
'apoptose in vitro.

La voie intrinséque de I'apoptose est encore appelée voie du stress. Elle est activée
en réponse a des signaux intracellulaires multiples qui perturbent I'homéostasie
cellulaire, comme par exemple: les dommages a I'ADN, la privation en facteurs de
croissance, I'’hypoxie, l'altération du cytosquelette et la dérégulation de la prolifération
cellulaire (Bras et al. 2005). La Caspase-8, activée par les récepteurs de mort, peut aussi
déclencher la voie d’apoptose mitochondriale par l'intermédiaire de tBid. D’ailleurs, la voie
d’apoptose mitochondriale initialement restreinte a une voie d’amplification de la voie des

récepteurs de mort, est maintenant considérée comme une voie a part entiére.

Suite a de tels stimuli de stress, la perméabilité de la membrane externe de la
mitochondrie et son potentiel transmembranaire (A¥m) sont perturbés, créant ainsi des
pores dans la membrane notés PTPC (pour « permeability transition pore complex ») et
constitués de Cyclophiline D, d’ANT (« adenine nucleotide translocator ») pour la membrane
interne et de VDAC (« voltage dependent anion channel ») pour la membrane externe
(Kroemer et al. 2007). Plusieurs facteurs pro-apoptotiques normalement séquestrés dans
I'espace intermembranaire sont alors libérés dans le cytosol et a I'origine de I'activation de
'apoptose : (1) le Cytochrome c active I'apoptose dépendante des caspases, (2) AlIF et
I'endonucléase G, une fois transloqués au noyau, entrainent la fragmentation de 'ADN et la
condensation de la chromatine de maniere indépendante des caspases, et (3)
Smac/DIABLO et HtrA2/0Omi bloquent I'effet des inhibiteurs de I'apoptose : les protéines IAP
(Figure 8).
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Figure 8 : Libération des protéines apoptogéniques a partir de la mitochondrie.
MMP = perméabilisation de la membrane mitochondriale, EIM = espace intermembranaire de la
mitochondrie. D’apres Kroemer G et al., Physiol Rev. 2007 Jan;87(1):99-163.

2. Mécanismes de I’'apoptose mitochondriale « classigue »

La voie classique de l'apoptose est déclenchée par la libération du Cytochrome c
dans le cytosol. La liaison du Cytochrome c a Apaf-1 induit un changement conformationnel
de ce dernier qui peut alors lier IATP et la pro-Caspase-9, formant ainsi un complexe
heptamérique appelé apoptosome (Figure 8). C'est au sein de l'apoptosome que la
Caspase-9 est rendue active, et en tant que caspase initiatrice, elle entraine I'activation des
Caspases-3 et -7. La Caspase-3 peut alors activer les Caspases-2 et -6 puis les Caspases-8
et -10 (Creagh and Martin 2003). Les cellules ne possédant pas la Caspase-9 ou I'Apaf-1

sont résistantes a I'apoptose induite par la voie mitochondriale (Green 2000).

D’autres protéines (Smac/DIABLO, Omi/HtrA2, I'endonucléase G, AIF et d’autres)
sont libérées par la mitochondrie dans le cytoplasme afin de consolider et d’amplifier
l'apoptose (Figure 8) (Kroemer et al. 2007). Smac/DIABLO est mature suite au clivage
protéolytique dans I'espace intermembranaire mitochondriale d’'une séquence de 55 acides
aminés a son extrémité N-terminale. Smac/DIABLO et Omi/HtrA2 inhibent les protéines de la
famille des IAP (pour « inhibitors of apoptosis proteins ») qui pourraient bloquer I'apoptose.

L’endonucléase G contribue avec d’autres nucléases a la fragmentation de 'ADN. La
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flavoprotéine AIF (« apoptosis inducing factor ») est impliguée dans la condensation de la
chromatine et la dégradation de 'ADN. L’endonucléase G et AIF entrainent ces phénomenes

de maniére indépendante des caspases.

En amont de la mitochondrie, les protéines anti-apoptotiques et pro-apoptotiques de
la famille Bcl-2 semblent contréler la perméabilité de la membrane externe mitochondriale et
I'activation des caspases (Adams and Cory 2007). Ainsi, la protéine Bcl-2 bloque la libération
du Cytochrome c. En revanche, les protéines pro-apoptotiques Bax et Bak sont nécessaires
a la libération des facteurs pro-apoptotiques de la mitochondrie en réponse aux différents
signaux intrinséques délivrés par les protéines « BH3-only » de la méme famille. La voie
classique de I'apoptose est régulée par les protéines de la famille des IAP qui inhibent les
caspases et par les protéines de la famille des Hsp (« heat shock protein ») (Sreedhar and
Csermely 2004). Les Hsp sont des protéines chaperonnes qui interagissent et séquestrent
les différents composants de I'apoptosome et donc inhibent I'activation de la pro-Caspase-9.
Les protéines des familles Bcl-2 et IAP seront abordées dans un chapitre consacré a la

régulation de I'apoptose.

3. L’apoptose liée au stress du réticulum endoplasmique

Le réticulum endoplasmique ou RE est un organite sous forme de réseau présent
dans le cytoplasme des cellules eucaryotes. Il a un réle important dans la détoxification des
cellules et le stockage du calcium. Cependant, ses fonctions principales sont la production
des macromolécules, le transfert des substances vers I'appareil de Golgi et la modification
des protéines. En effet, le RE joue un réle critique dans le repliement correct des protéines

qui pourront alors étre transportées vers I'appareil de Golgi.

Le RE comprend une machinerie de signalisation de stress nommé UPR pour
« unfolded protein response » qui est activée sous l'effet de stress environnementaux
comme lors des infections virales, des carences nutritionnelles ou de la présence de
substances toxiques. La défaillance et 'accumulation de protéines mal conformées, et la
perturbation de 'homéostasie calcique au niveau du RE déclenchent un signal de stress qui
peut aboutir a la mort cellulaire. L'UPR est donc impliquée dans la résistance aux stress et
dans la régulation de l'apoptose (Breckenridge et al. 2003). La Caspase-12 pourrait
constituer la molécule-clé dans l'initiation de la voie d’apoptose déclenchée par le systéme
UPR en activant directement la Caspase-9 (Rao et al. 2004). Cependant, le réle de la

Caspase-12 reste controverseé.
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IV. Laréqulation de la mort cellulaire

A. Lafamille Bcl-2

Les membres de la famille Bcl-2 contrblent I'intégrité de la membrane mitochondriale
en intégrant les différents signaux de stress de la cellule. Ainsi, ils jouent un rdle crucial dans

le processus apoptotique (Danial 2007).

1. Découverte de la famille Bcl-2

Le réle oncogénique de Bcl-2 (« B-cell leukemia/lymphoma 2 ») a été découvert en
1985 suite au clonage du point de cassure de la translocation réciproque entre les
chromosomes 14 et 18, mettant ainsi le géne bcl-2 sous la dépendance du promoteur fort du
géne des immunoglobulines (Tsujimoto et al. 1985) (Bakhshi et al. 1985) (Cleary et al. 1986).
Cette cassure, caractéristiqgue des lymphomes B folliculaires, entraine la surexpression de
Bcl-2 et confére un avantage de survie aux cellules tumorales. Avec cette découverte, une
nouvelle classe d’'oncogénes émerge. En effet, les régulateurs de la mort cellulaire, au
contraire des autres oncogénes connus jusqu’alors, ne favorisent pas la prolifération, mais
bloquent activement I'apoptose. Ces données ont permis d’établir le concept selon lequel un

défaut d’apoptose pouvait intervenir dans le développement tumoral.

2. Structure

La protéine Bcl-2 est le membre fondateur de la famille Bcl-2 qui comprend plus de
18 membres chez les mammiféres (Figure 9). L’originalité de cette famille est qu’elle
comprend aussi bien des protéines anti- que pro-apoptotiques, lesquelles partagent une
séquence d’homologie connue sous le nom de domaine BH pour « Bcl-2 homology » qui
correspond a une hélice a. Tous les membres anti-apoptotiques et une partie des membres
pro-apoptotiques (Bax et Bak) correspondent a des protéines a multidomaines partageant
trois & quatre domaines BH: BH1-BH4. L’autre partie des membres pro-apoptotiques
correspond aux protéines a « BH3-only » puisqu’elles portent uniquement un domaine BH :
le domaine BH3. Grace aux régions BH, les différents membres de cette famille ont la

capacité de se lier les uns les autres, ce qui est essentiel a leurs fonctions. En effet, les
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domaines BH1, BH2 et BH3 des protéines anti-apoptotiques forment une poche hydrophobe
qui peut se lier a la face hydrophobe de I'hélice o amphipathique du domaine BH3 des
membres pro-apoptotiques. Le domaine BH4 intervient dans la stabilisation de la poche
hydrophobe. Aussi, la boucle entre les domaines BH3 et BH4 est sujette a diverses
modifications post-traductionnelles régulant ainsi la fonction de survie des membres anti-
apoptotiques (Youle and Strasser 2008). En plus des domaines BH, plusieurs protéines de la
famille Bcl-2 possédent un domaine transmembranaire leur permettant d’étre intégrées dans
les membranes subcellulaires incluant la membrane externe de la mitochondrie et les

membranes du RE et du noyau (Youle and Strasser 2008).
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Figure 9 : Structure des membres de la famille Bcl-2.
BH = domaine d’homologie Bcl-2, TM = région transmembranaire. Les 3 protéines dans le cadre gris
sont moins bien étudiées et ne peuvent pas étre classées avec certitude pour le moment.
D’apres Youle RJ et Strasser A, Nat Rev Mol Cell Biol. 2008 Jan;9(1):47-59.
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3. Perméabilisation de la membrane mitochondriale externe

Les cellules doublement déficientes pour les deux protéines pro-apoptotiques a
multidomaines, Bax et Bak, sont incapables de libérer leur Cytochrome c et sont résistantes
a tous les stimuli apoptotiques qui activent la voie intrinséque de I'apoptose (Wei et al. 2001).
Ces deux membres assurent donc l'entrée vers la voie mitochondriale de l'apoptose. I
semble que Bax et Bak ne soient pas redondants mais prépondérants selon le type

cellulaire.

L’activation de Bax et Bak au cours de l'apoptose nécessite de multiples
changements de conformation permettant leur homo-oligomérisation au sein de la
membrane mitochondriale. Le mécanisme lié & ce changement conformationnel différe pour
chacun. Bax est une protéine monomérique sous forme soluble dans le cytosol ou attachée
a la membrane mitochondriale, qui s’'insére dans la membrane mitochondriale externe sous
I'effet d’'un stimulus apoptotique, les monoméres s’associent entre eux pour former des pores
(Annis et al. 2005). Au contraire, Bak est une protéine résidante de la mitochondrie, les
monomeres de Bak sont donc déja intégrés dans la membrane mitochondriale externe avant
méme l'induction de I'apoptose. En absence de signal apoptotique, I'oligomérisation de Bak
doit étre inhibée pour stabiliser sa conformation monomérique. Ceci est assuré par son
interaction avec soit VDAC2, une protéine de la membrane mitochondriale externe, soit Mcl-

1 ou Bcl-X,, deux protéines anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 (Danial 2007).

L’homo-oligomérisation de Bax et Bak semble essentiel a la formation de pores dans
la mitochondrie et donc au mécanisme de perméabilisation de la membrane mitochondriale
externe et a la libération du Cytochrome c. De récentes études suggérent que seuls les
oligoméres de Bax pourraient former un canal de diamétre suffisamment large pour
permettre le passage du Cytochrome c (Dlugosz et al. 2006) (Peng et al. 2006a).
Cependant, le mécanisme précis de la libération du Cytochrome c dans le cytosol n’est pas
encore élucidé. Plusieurs questions subsistent : existe-t-il des pores distincts de Bax et de
Bak, des pores hybrides avec d’autres protéines de la mitochondrie ou méme un autre
mécanisme global de perméabilisation mitochondriale ? En plus de leur role a la
mitochondrie, Bax et Bak interviennent dans la fuite de Ca* & partir du RE qui peut étre

capté par la mitochondrie et en affecter son intégrité (Danial 2007).
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4. Mécanismes d’activation de Bax et Bak

En amont, les protéines « BH3-only » constituent les sentinelles qui répondent aux
signaux de survie et de mort, et sont requises pour l'induction de la mort par Bax et Bak
(Figure 10) (Hacker and Weber 2007). Le role des « BH3-only » est restreint selon le tissu et
le signal de stress, ces protéines sont sous le contrle de modifications transcriptionnelles et
post-traductionnelles. Noxa et Puma sont transcrits sous I'effet de p53, en accord avec leur
réle de sentinelle lors d'un dommage a ’ADN. Bid est clivé en tBid (sa forme active) par la
Caspase-8 sous l'effet de I'activation des récepteurs de mort. L’activité de Bad est régulée
par phosphorylation. Bim est séquestré au niveau des microtubules par son interaction avec
la dynéine. Le grand nombre de ces protéines s’explique par leur spécialisation plutdt que
par une éventuelle redondance (Danial 2007). Ainsi, différents signaux de stress peuvent
étre captés par la mitochondrie, une sentinelle « BH3-only » spécialisée et adaptée sera
recrutée pour chaque type de signal : dommage a I’ADN, privation en facteurs de croissance

et glucose, mauvaise conformation de protéines, hypoxie...
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Figure 10 : Role central de la famille Bcl-2 dans ’intégration des signaux de mort et de survie.
D’aprés Youle RJ et Strasser A, Nat Rev Mol Cell Biol. 2008 Jan;9(1):47-59.
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Les protéines « BH3-only » sont actives quand la face hydrophobe de leur hélice BH3
est exposée, leur permettant d’interagir avec la poche hydrophobe de leurs partenaires a
multidomaines. Deux modéles d’activation de Bax et Bak par les protéines « BH3-only » sont

élaborés : les modeéles d’activation indirecte et directe (Figure 11) (Adams and Cory 2007)

(Danial 2007).
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Figure 11 : Modéles d’activation de Bax et Bak par les protéines « BH3-only ».
D’apres Danial NN, Clin Cancer Res. 2007 Dec 15;13(24):7254-63.

Le modele d’activation indirecte se base sur des interactions inhibitrices entre les
membres anti-apoptotiques et pro-apoptotiques a multidomaines. Les protéines « BH3-only »
initient 'apoptose en se liant aux protéines anti-apoptotiques et en libérant ainsi leurs
partenaires pro-apoptotiques, Bax et Bak (Willis et al. 2005). Ce modéle place les protéines
« BH3-only » en amont des membres anti-apoptotiques, eux-mémes en amont des membres
pro-apoptotiques a multidomaines. Il existe deux catégories de protéines « BH3-only » selon
leur sélectivité vis-a-vis des membres anti-apoptotiques (Chen et al. 2005). Par exemple, Bid
et Bim peuvent se lier a toutes les protéines anti-apoptotiques alors que Noxa et Bad
interagissent préférentiellement avec Mcl-1 et Bcl-X,.
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Le modéle d’activation directe propose que les deux catégories de protéines « BH3-
only » correspondent aux activateurs et aux sensibilisateurs. Dans ce modéle, les « BH3-
only » activateurs, comme Bid et Bim, peuvent interagir avec les membres a multidomaines
qu’ils soient anti- ou pro-apoptotiques et peuvent directement induire I'oligomérisation de Bax
et Bak en se liant a eux (Letai et al. 2002) (Kuwana et al. 2005). Puma pourrait étre un
« BH3-only » activateur et sensibilisateur selon les situations (Cartron et al. 2004). Dans ce
modeéle, la fonction principale des molécules anti-apoptotiques est de séquestrer les « BH3-
only » activateurs. La balance penche vers I'apoptose lorsque ces derniers deviennent
majoritaires par rapport aux protéines anti-apoptotiques et/ou lorsque que les « BH3-only »
sensibilisateurs remplacent les activateurs dans la poche des protéines anti-apoptotiques,
libérant ainsi les activateurs qui peuvent alors induire I'oligomérisation de Bax et Bak. Les
activateurs ne sont que trés transitoirement associés a Bax et Bak, c’est le scénario de « hit
and run». Ces deux modeéles ne sont pas mutuellement exclusifs, mais cohabitent

probablement au sein d’'une méme cellule.

B. La famille des IAP

Les IAP (« inhibitors of apoptosis proteins ») sont les seules protéines endogenes
connues pour réguler I'activité des caspases a la fois initiatrices et effectrices. Ainsi, les IAP
bloquent l'apoptose induite par une grande variété de stimuli comme [lactivation des
récepteurs de mort, la privation en facteurs de croissance, les radiations ionisantes ou

encore les dommages génotoxiques.

1. Découverte de la famille des IAP

Les deux premiers genes des IAP ont été identifiés en 1993 (Crook et al. 1993) et
1994 (Birnbaum et al. 1994) chez les baculovirus pour leur capacité a compenser la perte de
fonction de P35, un puissant inhibiteur baculoviral des caspases. Les IAP sont utilisées par
les baculovirus pour permettre leur propagation virale en bloquant la réponse apoptotique de
défense de la cellule hote de linsecte. Depuis cette découverte, les protéines IAP ont été

identifiées dans une grande variété d’espéces allant de la levure aux mammiféres.
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2. Structure

Chez les mammiféres, 8 IAP ont été identifiées jusqu’a maintenant (Hunter et al.
2007) : NAIP (neuronal IAP/BIR containing gene 1/BIRC1), c-IAP1 (cellular IAP1/BIRC2), c-
IAP2 (cellular IAP2/BIRC3), XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis/BIRC4), survivine (BIRC5),
BRUCE/Apollon (BIR containing ubiquitin conjugating enzyme/BIRC6), livine (BIRC7) et Ts-
IAP (testis-specific IAP/BIRCS8) (Figure 12).
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Figure 12 : Structure des membres de la famille des IAP.
D’apres Hunter AL et al., Apoptosis. 2007 Sep;12(9):1543-68.

Les IAP contiennent tous un a trois domaines structurels BIR (« bacculovirus IAP
repeat »). Le domaine BIR, de 70 a 80 acides aminés riches en cystéine et histidine, chélate
un atome de zinc et forme une structure globulaire de 4 ou 5 hélices a et de feuillets p en
nombre variable. Initialement, il était pensé qu’'un seul domaine BIR était suffisant pour
l'inhibition directe des caspases par les IAP. Nous verrons que ce n’est pas aussi simple que
¢a, puisque malgré leur ressemblance, tous les domaines BIR ne sont pas égaux. D’une
facon générale, le BIR fonctionne en tant que domaine d’interaction protéique. D’autres
domaines peuvent étre retrouvés dans les IAP, notamment les domaines RING (« really
interesting new gene »), UBC (« ubiquitin conjugating enzyme ») et CARD (« caspase
recruitement domain »). Pour XIAP, c-IAP1, c-IAP2 et livine, il est montré que leur domaine
RING posséde une activité ubiquitine ligase (E3) régulant directement leur propre
ubiquitination et la dégradation d’autres protéines. BRUCE porte un domaine UBC qui

possede une activité ubiquitine de conjugaison (E2) (Vaux and Silke 2005). En ce qui
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concerne le domaine CARD, seuls c-IAP1 et c-IAP2 en possédent un. Classiquement, les
domaines CARD peuvent s’oligomériser entre eux, mais leur fonction n’est pas bien connue
dans les c-IAP. Indubitablement, leurs domaines CARD leur permettent de former des
interactions protéiques, peut-étre avec Apaf-1 ou des protéines portant des domaines DD ou
DED (Martin 2001).

3. Expression

Chez 'Homme, XIAP est exprimé de maniére ubiquitaire dans les tissus adultes et
foetaux. En fait, XIAP semble constituer la protéine IAP qui fournit une prévention constante
vis-a-vis de I'apoptose dans les cellules saines. Son expression apparait augmentée dans de
nombreuses lignées tumorales, ce qui renforce l'idée que le niveau d’expression de XIAP
puisse contrbler le seuil apoptotique des cellules (Liston et al. 1996). De plus, le transcrit de
XIAP posséde un élément IRES (« internal ribosome entry site ») au niveau de son extrémité
5’ non traduite qui permet son expression en condition de stress malgré le blocage de la
transcription cap-dépendante (Holcik et al. 1999). XIAP est donc préférentiellement exprimé
par rapport a d’autres protéines sous les mémes conditions de stress. Par exemple, sous
I'effet de faibles doses de radiations y, XIAP est augmenté grace a sa séquence IRES
(Hunter et al. 2007).

En ce qui concerne c-IAP1 et c-IAP2, ils peuvent s’associer au récepteur de mort
TNFR2 par [lintermédiaire de leur domaine BIR avec les domaines TRAF de
I'hétérocomplexe TRAF1-TRAF2 (Rothe et al. 1995). TNFR1 peut également recruter c-IAP1
par son interaction avec TRAF2 via TRADD. Comme nous I'avons vu précédemment, les
TNFR peuvent transmettre des signaux de mort et de survie. L’augmentation de I'expression
des c-1AP est observée suite a I'activation de la voie NF-xB en réponse a la signalisation des
TNFR. Dans ce contexte, les c-IAP joueraient un rble dans la protection des cellules contre
apoptose induite par le TNFa en réduisant le niveau de Caspase-8 activée (Hunter et al.
2007).

Les autres membres de la famille des IAP ont des « patterns » d’expression différents
selon les tissus : NAIP est abondant dans le cerveau (Lesne et al. 2005) et Ts-IAP est
détecté uniquement au niveau du testicule (Lagace et al. 2001). Exprimé dans la plupart des
tissus, mais de fagon plus abondante dans le cerveau et le foie, BRUCE/Apollon est une
protéine membranaire du réseau golgien et autres structures vésiculaires (Hao et al. 2004).

La livine, aussi appelée ML-IAP (melanoma-IAP) ou KIAP (kidney IAP), est fortement
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exprimée dans les tissus embryonnaires et les cellules transformées ainsi que dans
plusieurs cancers (Chang and Schimmer 2007). Au contraire, la livine est indétectable dans
la plupart des tissus différentiés normaux.

4. Inhibition des caspases

Trés rapidement aprés la découverte de la famille des IAP, il a été montré que
I'expression de ces protéines inhibait le processus apoptotique induit a la fois par la voie
extrinséque et la voie intrinséque. Le mécanisme par lequel les IAP bloquent I'apoptose est
identifié pour la premiére fois par Deveraux et al. Dans leurs études, XIAP est montré
comme inefficace dans I'inhibition du clivage initial de la Caspase-3 par la Caspase-8, mais
capable d’empécher sa transformation en sous-unités matures (Deveraux et al. 1997). Donc
XIAP inhibe la voie extrinséque sans interférer directement sur I'activation de la Caspase-8,
mais plutdt a travers l'inhibition des caspases effectrices en aval. De plus, I'étude des
interactions protéiques de XIAP montre sa liaison aux Caspases-3 et -7, mais pas aux
Caspases-1, -6 ou -8. Plus tard, des essais in vitro confirment que XIAP, c-IAP1 et c-IAP2
empéchent le clivage protéolytique des pro-Caspases-3, -6 et -7 et bloquent aussi I'activation
de la pro-Caspase-9 par le Cytochrome c (Figure 13) (Deveraux et al. 1998). Récemment,
XIAP a été impliqué dans l'inhibition de AIF par la formation d’'un complexe qui conduit a sa
dégradation (Wilkinson et al. 2008).
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Figure 13 : Réle de XIAP dans I'inhibition des caspases.
D’aprés Salvesen GS et Duckett CS, Nat Rev Mol Cell Biol. 2002 Jun;3(6):401-10.
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Afin de disséquer le mécanisme d’inhibition des caspases par les IAP, la capacité des
différents fragments de XIAP a supprimer I'activation des caspases in vitro et 'apoptose
dans des cellules intactes, a été testée. Ainsi, il a été montré que le domaine BIR2 inhibe
spécifiguement les Caspases-3 et -7 tandis que le domaine BIR3 bloque l'activité de la
Caspase-9. Des études de cristallographie et de mutagenése dirigée établissent que les
domaines BIR des IAP ont en fait des mécanismes différents d’inhibition des caspases. Par
exemple, le domaine BIR2 de XIAP requiert absolument de la région de liaison entre les
domaines BIR1 et BIR2 pour bloquer les Caspases-3 et -7 (Figure 14). En fait, seule cette
région est en contact avec la Caspases-3, le BIR2 étant complétement caché dans la
structure cristalline. Cependant, l'interaction avec la Caspase-7 est légerement différente
puisque le BIR2 est nécessaire pour stabiliser l'interaction de la région de liaison avec la
caspase. Par cristallographie, il a été montré que le BIR3 de XIAP forme un hétérodimére
avec la Caspase-9, la stabilisant sous sa forme inactive en empéchant son
homodimérisation qui est nécessaire a son activité auto-catalytique (Figure 14). En ce qui
concerne le domaine BIR1, aucune activité inhibitrice des caspases n’a été démontrée. Pour

XIAP, ce domaine serait impliqué dans sa régulation (Hunter et al. 2007).

BIRT
(BIR2}- O™
(BIR3_)
XIAP Caspase-3 Caspase-9

Figure 14 : Interactions de XIAP avec les Caspases-3 et -9.
Les domaines « sinker » et « hook » forment la région de liaison de XIAP, S = site actif des caspases.
D’apres Salvesen GS et Duckett CS, Nat Rev Mol Cell Biol. 2002 Jun;3(6):401-10.

Récemment, il a été suggéré que seul XIAP constituait un véritable antagoniste direct
des caspases, certains autres IAP pouvant lier les caspases sans les inhiber directement
(Eckelman et al. 2006). En effet, c-IAP1 et c-IAP2 sont capables d’interagir directement avec
les caspases, mais leur capacité a les inhiber in vitro a été attribuée a un artéfact de la fusion
des c-IAP avec une particule de GST. De méme, en systéme acellulaire, la livine semble
pouvoir interagir avec les Caspases-3, -7 et -9, mais avec une affinité largement inférieure
(environ 300 fois moins) a celle de XIAP pour ces mémes caspases. En fait, seuls les motifs

BIR de XIAP possedent les résidus amino-acides indispensables a sa puissante activité

inhibitrice vis-a-vis des caspases. Cependant, I'activité anti-apoptotique des autres IAP n’est
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pas remise en cause. Les mécanismes anti-apoptotiques des IAP, a I'exception de XIAP,
seraient indirects. En effet, les IAP semblent servir de piege pour leurs antagonistes afin de
libérer XIAP, le seul inhibiteur des caspases. Par exemple, la livine interagit avec
Smac/DIABLO, un inhibiteur direct des IAP, avec au moins la méme affinité que XIAP
(Chang and Schimmer 2007). BRUCE/Apollon fonctionne de facon similaire avec
Smac/DIABLO et la Caspase-9, mais en plus les entraine vers le protéasome via son
domaine UBC (Hao et al. 2004). Aussi, les c-IAP pourraient inactiver les caspases en les
entrainant vers le protéasome grace a leur domaine RING ou par un autre systéme (Vaux
and Silke 2005). Contrairement aux études précédentes, associés a TRAF2 les c-IAP
inhiberaient I'activation de la voie NF-xB, empéchant la sécrétion du TNFa qui est capable
d’activer la Caspase-8 et d’induire la mort des cellules de maniére autocrine (Varfolomeev et
al. 2007) (Vince et al. 2007).

5. Réqulation protéigue des IAP

Ubiquitination et dégradation

L’ubiquitination des IAP et leur dégradation protéosomale subséquente constituent un
événement clé dans la régulation du processus apoptotique. De plus, le domaine RING des
IAP induit aussi bien la dégradation des IAP que celle de leurs substrats (Vaux and Silke
2005). En effet, le domaine RING de XIAP et c-IAP1/2 a été impliqué dans leur ubiquitination
et leur dégradation suite a I'induction de I'apoptose. Leur dégradation peut étre bloquée au
moyen d’inhibiteurs de protéasome. D’autres études montrent que XIAP et c-IAP1 peuvent
entrainer l'ubiquitination et la dégradation protéosomale des Caspases-3 et -7, par lesquelles
ils augmentent leur capacité anti-apoptotique. Il n’est donc pas encore clair si cette activité
est plutdt en faveur de lactivité anti-apoptotique des IAP ou au contraire si elle la
contrebalance. Les études utilisant des mutants sans domaine RING ont fourni des
arguments aux deux scénarios. Alternativement, il se pourrait que le domaine RING patrticipe
a linhibition de l'apoptose par l'ubiquitination des protéines avec lesquelles les IAP
interagissent (caspases ou antagonistes des IAP) en cas de stimulus apoptotique faible,
alors qu’un stress apoptotique fort entrainerait la dégradation des IAP et donc la mort

cellulaire (Hunter et al. 2007).

De récentes études ont montré que l'ubiquitination et la dégradation de XIAP

dépendaientt de son statut de phosphorylation. En effet, XIAP est un substrat de la
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sérine/thréonine kinase Akt, connue pour favoriser la survie et supprimer I'apoptose induite
par de nombreux stimuli. Plus précisément, le domaine BIR1 de XIAP est phosphorylé en
sérine 87 par Akt, ce qui réduit son auto-ubiquitination et donc stabilise XIAP (Dan et al.
2004).

Les antagonistes endogénes des IAP

Les antagonistes des IAP n’ont aucun domaine structurel en commun, si ce n’est
qgu’ils montrent presque tous le méme mode de liaison aux IAP via leur motif IBM (« IAP
binding motif ») comme c’est le cas de Smac/DIABLO, Omi/HtrA2 et GSPT1/eRF3 (Hunter et
al. 2007). Le motif IBM peut étre généré suite a un clivage post-traductionnel. Il semble que
les caspases elles-mémes possédent ce motif, les antagonistes des IAP peuvent alors

fonctionner par compétition avec les caspases pour la liaison aux IAP.

Sous leffet d'un signal apoptotique via la voie intrinséque mitochondriale,
Smac/DIABLO et le Cytochrome c¢ sont libérés dans le cytoplasme selon des cinétiques
similaires mais pas nécessairement identiques. Il semble que la libération de Smac/DIABLO
requiert une perméabilité plus importante de la membrane mitochondriale externe,
notamment par un dommage mitochondrial persistant ou plus intense. Dans ce cas,
Smac/DIABLO interagit directement avec les protéines IAP dans le cytoplasme, empéchant
ainsi leur interaction avec les caspases et leur activité ubiquitine ligase (Du et al. 2000).
Comme Smac/DIABLO lors d'un signal apoptotique, Omi/HtrA2 mature est déversé de la
mitochondrie vers le cytosol ou cette sérine protéase peut interagir avec les protéines IAP,
les empéchant ainsi de former des complexes avec les caspases (Hegde et al. 2002).
Cependant, a la différence de Smac/DIABLO, Omi/HtrA2 exerce en plus son activité
protéasique sur les IAP (Srinivasula et al. 2003). En effet, quand Omi/HtrA2 est surexprimé,
une augmentation de la dégradation de XIAP et c-IAP1 est observée. A l'inverse, quand
Omi/HtrA2 est ciblé par ARN interférence, la dégradation ou le clivage des IAP n’est plus

observé, conduisant ainsi a la résistance des cellules au traitement par TRAIL ou étoposide.

Des antagonistes contenant des motifs IBM ont également été trouvés dans d’autres
organelles comme le réticulum endoplasmique (RE). Une de ces protéines récemment
identifiées, le GSPT1/eRF3, est localisée dans le RE ou elle subit une maturation suite a un
signal apoptotique. GSPT1 est alors capable d’interagir avec les IAP, d’induire leur
ubiquitination et d’entrainer I'apoptose en favorisant I'activation des caspases (Hegde et al.

2003). Ceci renforce l'idée de I'existence d’'une communication entre la mitochondrie et le RE
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dans l'induction de I'apoptose. Enfin, le seul antagoniste des IAP (identifié pour le moment)
qui n’est pas directement impliqué dans le processus apoptotique est Chkl (Galvan et al.
2004), une protéine essentielle dans le point de contréle des dommages a 'ADN pour l'arrét
du cycle cellulaire. Cependant, lors d’une recherche de protéines contenant des motifs IBM
au sein d’une base de données, la kinase Chk1 a été identifiée. Puis, il a été montré que
Chk1 pouvait former des complexes avec XIAP. Depuis, d’autres protéines contenant un

motif IBM ont été découvertes (Verhagen et al. 2007).

Les antagonistes des IAP ne possédent pas obligatoirement de motif IBM. C’est le
cas de la protéine XAF-1 (« XIAP-associated factor 1 »), identifiée pour la premiere fois chez
la levure par un criblage en double-hybride avec XIAP en tant qu'appat. XAF-1 interagit
directement avec XIAP pour empécher son activité anti-apoptotique en provoquant sa re-
localisation du cytosol au noyau, peut-étre par la séquestration de XIAP (Liston et al. 2001).
Cependant, XAF-1 semble aussi pouvoir exercer des effets pro-apoptotiques dans des
cellules dépourvues de XIAP (Xia et al. 2006b). L’interaction de XAF-1 avec c-IAP1/2
pourrait expliquer cette observation (Hunter et al. 2007). XAF-1 est exprimé de facon

ubiquitaire dans les tissus normaux (Hunter et al. 2007).

V. Déréqulation de I’apoptose dans les cancers

La dérégulation de 'homéostasie cellulaire est un événement pathologique majeur
dans I'apparition et la progression des cancers. L’'oncogenése est un processus multifactoriel
qui fait intervenir différents mécanismes responsables de la prolifération, la croissance et la
survie cellulaires. La contribution d’'un défaut d’apoptose a largement été démontrée dans le
développement des tumeurs et leur agressivité ainsi que dans l'inefficacité des thérapies
anti-tumorales (Danial and Korsmeyer 2004). Différentes anomalies au niveau des points de
contrdle des voies extrinséque et intrinséque de I'apoptose ont été mises en évidence dans

plusieurs cancers (Hanahan and Weinberg 2000).

Une diminution de I'expression des récepteurs de morts (CD95, TRAIL-R) a pu étre
observée sur des cellules chimiorésistantes de plusieurs cancers comme les leucémies ou
les neuroblastomes. L’expression aberrante de c-FLIP, un des régulateurs négatifs de la voie
apoptotique extrinséque, semble monter une corrélation avec la progression des tumeurs et

leur chimiorésistance. En ce qui concerne les caspases, malgré leur rble central dans
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'apoptose, leur mutation est un événement rare dans les tumeurs humaines. Cependant,
leur expression est souvent diminuée par des modifications épigénétiques dans les cellules
cancéreuses comme c’est le cas pour la Caspase-8. De plus, certains agents anti-cancéreux
peuvent induire une activation de la voie NF-xB, qui en retour semble bloquer I'apoptose
notamment celle induite par TRAIL (Debatin and Krammer 2004). Ceci s’explique en partie
par le fait que NF-xB active la transcription de nombreux génes de survie comme c-FLIP,
TRAF1, TRAF2, c-IAP1 et c-IAP2.

L’implication du niveau d’expression des protéines de la famille Bcl-2, surtout Bcl-2 et
Bax, a été étudiée dans la réponse au traitement et la survie des patients. Les conclusions
sont relativement controversées (Danial 2007). Par exemple, il est clair que la surexpression
de Bcl-2 observée dans les lymphomes présentant la translocation t(14 ;18), est corrélée a
un mauvais pronostic et a la résistance aux traitements. Cependant, en absence de cette
translocation, le niveau d’expression de Bcl-2 n’est pas informatif. En effet, les niveaux des
protéines de la famille Bcl-2 peuvent fluctuer avec la différenciation et le cycle cellulaires, et
donc refléter d’autres phénoménes que la résistance a I'apoptose. Ainsi, il semble qu’en plus
de leurs niveaux d’expression, 'impact des interactions protéiques entre ces protéines est un
élément crucial dans l'induction de I'apoptose. Rares sont les cancers n’exprimant aucune
des protéines pro-apoptotiques a multidomaines de type Bax ou Bak. Par contre, les
équilibres entre les membres de la famille Bcl-2 sont tres souvent modulés dans les tumeurs.
Les approches fonctionnelles sont donc certainement plus proches de la réalité que les

approches purement descriptives (Deng et al. 2007).

Une variété de lignées cellulaires de cancer et d’échantillons de biopsies tumorales
montre un niveau élevé d’expression des IAP. L’exemple le plus impressionnant est celui de
la survivine que nous évoguerons dans un chapitre spécialement consacré a cette protéine.
L’intérét pronostique de la surexpression des IAP n’est pas aussi clair que pour celle de la
survivine. Par exemple, le niveau protéique de XIAP corréle avec la sévérité et le pronostic
des leucémies myéloides aigues mais pas des carcinomes pulmonaires non a petites
cellules. Cependant, étant donné le rble central des protéines IAP dans la régulation de
I'apoptose, I'impact de leurs niveaux d’expression dans le développement et la maintenance
des cancers continue de faire I'objet de nombreuses études (Hunter et al. 2007). Plusieurs
études génomiques des IAP soulignent leur fonction oncogénigue. Par exemple,
'amplification d’une région chromosomique englobant les génes c-IAP1 et c-IAP2 a été
observée dans plusieurs cancers comme les glioblastomes, les médullobastomes, les

carcinomes rénaux et pulmonaires non a petites cellules. D’ailleurs, une analyse récente

montre que cette amplification conduit a la surexpression de ces deux IAP dans des tumeurs
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primaires de cancers du poumon. De plus, c-IAP2, en combinaison avec la surexpression de
c-Myc, semble aussi pouvoir transformer des hépatoblastes p53™, ce qui fournit la premiére
preuve concréte du role de c-IAP2 en tant qu'oncogéne. Dans les lymphomes B de type
MALT, les translocations t(11 ;18) et t(1 ;14) ont été impliquées dans I'activation de NF-«B et
la surexpression de c-IAP2. La translocation t(11 ;18) est la plus fréquente, elle est présente
dans approximativement 50% des lymphomes MALT extra-nodaux et conduit a I'expression
d’'une protéine chimérique entre c-IAP2 et MALT1. Cette protéine comporte les domaines
BIR de c-IAP2 fusionnés avec I'extrémité C-terminale de MALT1. La translocation la moins
fréquente des deux, la translocation t(1 ;14), provoque la surexpression de Bcl-10. Les
protéines c-lIAP2-MALT1 et Bcl-10 entrainent I'activation de la voie NF-xB qui en retour

active entre autres, la transcription de c-IAP2.

Les antagonistes endogénes des IAP peuvent également étre mis en cause comme
c’est le cas pour XAF-1 qui est trouvé extrémement diminué dans un panel de lignées
cellulaires tumorales (Fong et al. 2000). Dailleurs, sa restauration entraine une
augmentation de la sensibilité de ces lignées a I'apoptose notamment induite par TRAIL. De
plus, les ARNm XAF-1 sont observés a un faible niveau dans des tissus humains de cancer
du cblon par rapport aux tissus sains adjacents du méme individu. Des phénoménes
d’hyperméthylation du promoteur du géne xaf-1 ont été mis en évidence. XAF-1 est donc un

gene suppresseur de tumeur.
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LE MYELOME MULTIPLE

I. Introduction

Le myélome multiple (MM) ou maladie de Kahler est une hémopathie maligne qui
affecte les cellules terminales de la différenciation lymphocytaire B : les plasmocytes, c’est-a-
dire les cellules immunitaires productrices d’anticorps. Le MM se caractérise par une
expansion clonale de plasmocytes tumoraux principalement dans la moelle osseuse, ce qui
se traduit généralement par des Iésions ostéolytiques douloureuses accompagnées de
fractures spontanées, ainsi que d’une insuffisance médullaire entrainant des infections
répétées liées a la défaillance du systeme immunitaire. Le MM est également caractérisé par
un pic d’'immunoglobulines (Ig) monoclonales. L’'lg concernée est le plus souvent une IgG ou
A, et plus rarement une IgD, E ou M. Il peut aussi s’agir d’'une sécrétion de chaines Iégéres
des Ig : k¥ ou &. Cependant, dans quelques cas, les plasmocytes myélomateux ne sécréetent

aucune Ig, ces MM sont dits non sécrétants.

Au second rang apres les lymphomes non-Hodgkiniens, le MM représente 15% des
hémopathies malignes. En France, le MM est responsable de 2% de la mortalité due aux
cancers. L'incidence du MM augmente rapidement avec I'age (5 pour 100 000 individus a 50
ans contre 20 pour 100 000 individus a 80 ans) et est relativement similaire dans tous les
pays développés. L’age médian au diagnostic est de 65 ans et compte tenu du vieillissement
de la population dans les pays développés, le nombre des MM ne cesse d’augmenter. Son
étiologie reste non élucidée. Ce cancer est légerement plus fréquent chez 'homme que chez
la femme. L’incidence du MM est deux fois plus élevée chez la population noire américaine
que chez les caucasiens. De plus, I'exposition aux radiations ionisantes semble constituer un
facteur de risque au MM. Enfin, malgré quelques cas familiaux de MM, la prédisposition

génétique et les facteurs environnementaux restent a éclaircir.
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Il. Oncogenese du MM et évolution de la maladie

A. Origine du MM

La maturation des lymphocytes B fait intervenir plusieurs mécanismes de remodelage
de ses genes des Ig: recombinaison VDJ, hypermutation somatique et commutation
isotypique (Kuehl and Bergsagel 2002). Dans la moelle osseuse, la recombinaison VDJ
assemble des combinaisons de segments d’ADN V, D et J pour créer une Ig composée de
chaines lourdes (H) et légéres (L). Le lymphocyte B naif migre alors du site précurseur, la
moelle osseuse, vers les organes lymphoides périphériques qui constituent le siége de la
réponse immune dépendante de I'antigéne, et ou le lymphocyte B naif peut se différencier en
lymphocyte B mémoire ou en cellule plasmocytaire immature de type plasmablastique. Au
niveau des organes lymphoides secondaires, les lymphocytes B activés de facon
dépendante des lymphocytes T vont initier la formation de centres germinatifs ou ils sont
soumis a un processus d’hypermutation somatique des régions variables des génes des Ig
et a la sélection des lymphocytes B de forte affinité pour I'antigéne. Ces lymphocytes B
subissent ensuite la commutation isotypique au cours de leur migration vers la moelle
osseuse ou les plasmoblastes ainsi générés se différencient en plasmocytes matures qui
synthétisent et sécrétent des anticorps (Figure 15).
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La nature exacte de la cellule souche myélomateuse n’est pas totalement élucidée.
Cependant, il semble que le précurseur de la tumeur soit un plasmoblaste, c’est-a-dire une
cellule B « post-germinative » qui a subi les phénoménes physiologiques d’hypermutation
somatique et de commutation isotypique des génes codant pour les Ig. En effet, 'analyse
des genes des régions variables des chaines lourdes et Iégéres des Ig a démontré que le
clone malin présente un réarrangement VDJ identique, avec les mémes mutations en VH et
VL qui restent stables tout au long de la maladie (Klein et al. 1995) (Kuehl and Bergsagel
2002).

B. Oncogenése du MM

Le MM est un modele attrayant pour I'étude de I'oncogeneése (Figure 16). En effet, ce
cancer peut étre précédé par un stade pré-tumoral non malin identifiable biologiguement. Ce
stade est appelé gammapathie monoclonale de signification indéterminée ou MGUS
(« monoclonal gammopathy of undetermined significance »). A l'opposé, le MM
extramédullaire constitue le stade avancé de la maladie. Il est caractérisé par des
plasmocytes circulants qui se nichent hors de la moelle osseuse (sang, liquide pleural,
ascite) formant des métastases. Lorsque le sang est envahi par des plasmocytes
myélomateux, on parle plus précisément de leucémie a plasmocytes : celle-ci est dite
primaire si elle survient de novo, ou secondaire si elle évolue a partir dun MM
intramédullaire. Les lignées cellulaires de MM sont presque exclusivement générées a partir

de ces prélevements de liquides extramedullaires.

Le MM constituerait I'étape ultime d’'un processus impliquant des mutations
génétiques successives (Figure 16) (Bataille and Harousseau 1997) (Kuehl and Bergsagel
2002) (Bergsagel and Kuehl 2005). Les translocations primaires ont lieu précocement dans
la pathogenése tandis que les translocations secondaires semblent impliquées dans sa
progression. La premiére étape serait une translocation illégitime impliquant le géne des
chaines lourdes des Ig (locus IGH) situé sur le chromosome 14, probablement lors de la
commutation isotypique. En effet, au stade MGUS, plus de 50% des patients au diagnostic
présentent déja cette translocation sans qu’ils aient pour autant de signes cliniques du MM.
Seules, les translocations primaires ne sont donc pas suffisantes pour induire 'oncogenése
(Avet-Loiseau et al. 1999). Ensuite, I'évolution du stade MGUS vers le MM est la
conséguence de mutations successives au sein des plasmocytes. En effet, au cours de
'évolution de la maladie, une augmentation de linstabilité caryotypique est observée

notamment due a des translocations secondaires qui conduisent a la dérégulation de divers
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oncogénes comme Ras, Myc ou p53, et qui corrélent avec 'augmentation de la prolifération
et la résistance aux traitements. Des anomalies touchant la structure mais aussi le nombre
de chromosomes sont caractéristiques du MM et de son hétérogénéité (Magrangeas et al.
2005).

Augmentation de la prolif ‘ration
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Figure 16 : Evénements génétiques et évolution biologique du MM.
D’apres Kuehl WM et Bergsagel PL, Nat Rev Cancer. 2002 Mar;2(3):175-87.

C. Classification et diagnostic

Les criteres de classification et de diagnostic ont été révisés par le Groupe
Internationale du Myélome (Durie et al. 2003). Les MGUS se caractérisent par la présence
d’'une protéine monoclonale sérique de moins de 30 g/l et d’'une plasmocytose médullaire
inférieure a 10%. Le taux de transformation en MM est évalué a 1% par an avec une
probabilit¢ de transformation maligne de 11% en 25 ans. La quantité de protéine
monoclonale sérique, I'isotype A de I'lg monoclonale et les anomalies du ratio des chaines
Iégéres sont des facteurs qui semblent prédire la progression du stade MGUS vers un MM
(Rajkumar et al. 2006). L’évolution du taux d’lg monoclonale dans la premiére année de

suivie est un important prédicteur d’'une évolution maligne (Rosinol et al. 2007). L’amylose
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due a un dépbt de chaines légeres au niveau de différents tissus (reins, cceur, foie) peut
constituer un symptome des MGUS.

Le MM indolent montre un pic d’lg monoclonale sérique de plus de 30 g/l et posséde
une plasmocytose médullaire stable et supérieure a 10% sans lésions ostéolytiques ou
autres manifestations cliniques. Les MM indolents représentent 10% des MM et sont trés
proches des MGUS sur le plan clinique. Cependant, leur probabilité d’évoluer vers un MM
symptomatique est presque totale (Kyle et al. 2007). Le terme MM asymptomatique est

maintenant considéré comme plus approprié.

Le diagnostic du MM symptomatique repose sur la présence d’une Ig monoclonale
dans le sérum et/ou dans les urines, 'augmentation des plasmocytes malins dans la moelle
osseuse et/ou dans le sang et des lésions des organes ou des tissus incluant les Iésions
osseuses. Cependant, la présence d’'une Ig monoclonale n’est pas indispensable pour poser
le diagnostic de MM puisque environ 30% des MM symptomatiques ont une Ig monoclonale
inférieure a 30 g/l et 3% n’en sécrétent pas. Aussi, 5% des patients atteints de MM
symptomatique montrent un envahissement médullaire inférieur a 10%. Ce sont donc les
symptémes qui aident a poser le diagnostic. Les plus courants sont les douleurs osseuses et
'anémie. La leucémie a plasmocytes est une variante agressive des MM qui se définit par la

circulation dans le sang d’au moins 20% de plasmocytes parmi les leucocytes.

lll. Biologie du MM

A. Instabilité génomique du MM

La technique de FISH (« interphase fluorescence in situ hybridization ») a permis de
déterminer que plus de 80% des patients atteints de MM montraient des anomalies
chromosomiques (Drach et al. 1995) (Flactif et al. 1995) (Avet-Loiseau et al. 2007). Les
caryotypes des plasmocytes myélomateux de ces patients sont complexes, leurs anomalies
peuvent toucher la structure (translocation) et/ou le nombre (perte et gain) des
chromosomes. L’instabilité chromosomique est donc une caractéristique importante du MM,

a l'origine de son hétérogénéité génétique (Magrangeas et al. 2005).
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1. Les translocations

De nombreuses anomalies génétiques ont été décrites dans le MM. Les plus
fréquentes sont des translocations qui impliquent la région 14932 du gene des chaines
lourdes des Ig (locus IGH), elles sont retrouvées dans 60 a 70% des patients (Avet-Loiseau
et al. 2002) et presque 100% des lignées de MM (Bergsagel et al. 1996). Les partenaires
chromosomiques de ces translocations sont variés puisque que plus de 30 régions
chromosomiques ont été observées jusqu’a ce jour. Les translocations récurrentes sont les
suivantes : t(11 ;14) (20% des patients), t(4 ;14) (15%), t(14 ;16) (5%), t(14,20) (<3%), et
t(6 ;14) (<2%). Ces translocations entrainent la dérégulation de génes spécifiques. Ainsi, la
translocation t(11 ;14) conduit a la dérégulation du géne CCND1, ce qui induit 'expression
aberrante de la CyclineD1. Cependant, ces MM ne montrent pas de prolifération
plasmocytaire plus élévée (Fonseca et al. 2002). Quant a la translocation t(4 ;14), elle
entraine la dérégulation de deux génes situés de part et d’autre du point de cassure du
chromosome 4: les génes FGFR3 et MMSET. 25% de ces MM ne montrent pas la
surexpression de FGFR3, évoquant un réle majeur pour le géne MMSET (Santra et al.
2003). Récemment, MMSET a été identifi€ comme ayant une activité méthyltransférase sur
certaines histones et pourrait étre impliquée dans la répression transcriptionnelle (Marango
et al. 2007). La translocation t(14 ;16) provoque la dérégulation du géne c-maf. Cet
oncogéne est un facteur de transcription qui contréle I'expression de génes comme ceux
codant la CyclineD2, l'intégrine $7 et un récepteur de chimiokine (Hurt et al. 2004). Enfin, la
translocation t(14 ;20) est associée a la dérégulation du géne mafB, tandis que la t(6 ;14) est

associé a la dérégulation du gene CCND3.

2. L’hyperdiploidie

L’hyperdiploidie représente la seconde anomalie en terme de fréquence. En effet, la
moitié des patients atteints de MM montre des plasmocytes malins hyperdiploides. La nature
des chromosomes en excés n’est pas aléatoire car ce sont spécialement les chromosomes
impairs (3, 5, 7, 9, 11, 15, 19 et 21) qui sont touchés. A ce jour, aucune explication plausible
n’explique cette observation. Néanmoins, il est fortement probable que I'hyperdiploidie soit
une voie oncogénique distincte des translocations du locus IGH dans le MM, puisque ces
deux types d’anomalies sont majoritairement exclusifs. De plus, comme pour les
translocations impliquant la région 14932, I'hyperdiploidie constitue une anomalie précoce au

cours de l'oncogenése du MM étant observée dés le stade MGUS (Zandecki et al. 1997)
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(Kyle and Rajkumar 2006). Notons que les caractéristigues biologiques liées a
'hyperdiploidie sont difficiles a étudier in vitro car aucune lignée cellulaire de MM
appartenant a cette classe cytogénétique n’était disponible jusqu'a maintenant. Trés
récemment, une procédure a été mise au point pour établir de telles lignées. Elle nécessite
un passage des cellules primaires chez la souris SCID-Hu (souris immunodéficience greffée

avec un os humain feetal) puis une culture in vitro sur cellules stromales (Li et al. 2007).

Il'y aurait donc deux groupes de MM en nombre a peu pres équivalent : les MM
hyperdiploides et les MM non-hyperdiploides (Magrangeas et al. 2005) (Avet-Loiseau et al.
2007). Les MM hyperdiploides n’ont qu’'une trés faible incidence (environ 10%) de
translocations impliquant le locus IGH ou de délétions touchant leurs chromosomes 13 et 17,
contrairement aux MM non-hyperdiploides. Ces derniers correspondent aux MM
pseudodiploides et hypodiploides, ils sont surtout caractérisés par une forte incidence (plus
de 70%) de translocations impliquant le locus IGH et de fréquentes pertes de chromosomes

(entiers ou seulement des parties de chromosomes).

3. Les délétions du chromosome 13

La délétion du chromosome 13 est également retrouvée au stade MGUS avec une
incidence similaire a celle des MM (40-50%) (Avet-Loiseau et al. 1999). Cette délétion n’est
certainement pas un événement aléatoire. En effet, la délétion du chromosome 13 n’est
quasiment jamais associée a I'hyperdiploidie, mais plutét avec les translocations t(4 ;14),
t(14 ;16) et la délétion du bras court du chromosome 17 (Avet-Loiseau et al. 2002). Tout
comme les deux précédentes anomalies, la délétion du chromosome 13 est un événement

qui survient lors des premiers stades de I'oncogenése.

4. Gain du chromosome 1d

Le gain de plusieurs copies du bras long du chromosome 1 (1q), observé chez un
tiers des patients, semble associé a la surexpression du géne CKS1B dont le réle
oncogénique impliquerait en partie la déstabilisation d’'un régulateur du cycle cellulaire
p27P! (Shaughnessy 2005) (Zhan et al. 2007). Cette amplification est associée a la
transformation des MGUS en MM puis a I'aggravation de la maladie (Chang et al. 2006b). Le
gain de 1q n’est pas spécifique au MM, cette anomalie étant décrite dans de nombreux

cancers.
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5. Perte du chromosome 17p

Détectée par FISH chez environ 10% des patients de MM, la perte du bras court du
chromosome 17 constitue une anomalie importante dans I'évolution de la maladie (Avet-
Loiseau et al. 2007). La cible principale de cette délétion n’est pas connue a ce jour. Toutes
les études se sont focalisées sur le gene TP53 situé en 17p13. Cependant, les mutations de
p53 sont rares et plutdt retrouvées chez les MM extramédullaires (Elnenaei et al. 2003). Les
résultats actuels ne permettent pas de relier une éventuelle perte d’expression de la protéine
p53 a la délétion 17p.

B. Déréqulation de ’homéostasie cellulaire

Le MM est une maladie peu proliférative avec un index de prolifération cellulaire
faible : <0,5% dans les MGUS, 1% dans le MM précoce, et rarement 5 a 10% aux stades
avancés de la maladie (phase extramédullaire). Cependant, il semble que la tumeur soit
composée de deux populations aux caractéristiques distinctes. En fait, il existe une fraction
minoritaire de cellules malignes qui seraient certainement plus immatures que le reste de la
tumeur et qui conserveraient leur capacité de prolifération a l'origine du renouvellement
cellulaire de la tumeur. Une seconde fraction, trés majoritaire, serait composée de
plasmocytes malins différenciés n’ayant pas ou trés peu la capacité de proliférer et dont
'accumulation dans la moelle osseuse serait a 'origine de la masse tumorale. Dans le MM,
la dérégulation de I'homéostasie est certainement la conséquence de la persistance d'une
prolifération résiduelle couplée a un défaut de mort cellulaire. Ainsi, plusieurs processus
cellulaires sont incontrblés dans le MM, mais leur prépondérance semble différente selon la
sous-population tumorale prise en compte. La tumeur myélomateuse présente une

hétérogénéité cellulaire et phénotypique.

1. Déréqgulation du cycle cellulaire

L’'index de prolifération

L’index de prolifération globale prend en compte la totalité de la tumeur alors que la

population proliférante ne représente qu’un faible pourcentage. En effet, une étude utilisant
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la thymidine tritiée de facon prolongée chez des patients atteints de MM a évalué la fraction
proliférante de la tumeur & moins de 4%, généralement inférieure & 1% au diagnostic ou en
rémission. Puis, cette fraction augmente au moment de la rechute, allant de 14% a 83%,
notamment dans les cas de rechutes extramédullaires qui, par ailleurs, sont les seuls MM a
montrer une réduction du temps de génération de leurs cellules myélomateuses
proliférantes. Globalement, cette étude montre que la majorité des cellules de MM ne
proliferent pas (ou trés peu) et que le taux de croissance de la tumeur myélomateuse est
affecté principalement par la taille de son compartiment proliférant ainsi que la quantité de sa
perte cellulaire (apoptose), et n'est que trés partiellement touché par le temps de génération

de ses cellules proliférantes (Drewinko et al. 1981).

Malgré la taille restreinte du compartiment proliférant de la tumeur myélomateuse,
'index de prolifération montre une corrélation inverse avec la survie des patients et constitue
un des plus puissants facteurs pronostiques. Ceci a été démontré en utilisant plusieurs
techniques de mesure de l'index de prolifération: thymidine tritiée (Drewinko et al. 1981),
BrdU (Greipp et al. 1988) ou encore Ki67 (Alexandrakis et al. 2004) (Gastinne et al. 2007).
En fait, les plasmocytes normaux sont des cellules différenciées qui ne cyclent plus au
contraire des cellules myélomateuses proliférantes qui, méme en faible pourcentage, sont a

I'origine d’'une prolifération résiduelle anormale assurant 'auto-renouvellement de la tumeur.

Les molécules du cycle cellulaire

Dans le MM, la dérégulation des cyclines de type D est observée dans plus de 95%
des cas, constituant un événement oncogénique précoce et universel (Figure 17) (Bergsagel
and Kuehl 2005). Certaines translocations peuvent déréguler soit directement les génes
CCND1 et CCND3, comme cest le cas des translocations {(11;14) et t(6;14)
respectivement, soit indirectement le géne CCND2, comme c’est le cas des translocations
t(14 ;16) et t(14 ;20). La translocation t(4 ;14) est également associé a une expression
anormale de la CyclineD2. Enfin, une expression élevée en CyclineD1 est retrouvée chez
plus de 30% des patients hyperdiploides sans la présence d’une translocation t(11 ;14).
Cependant, les conséquences fonctionnelles de I'expression aberrante des cyclines de type
D ne sont pas claires étant donné le manque de corrélation avec la prolifération ou la
progression de la maladie. Il est possible que la surexpression des cyclines de type D sans
celle des Cdk4/6 n’est pas de conséquence sur le cycle cellulaire (Chen-Kiang 2003). De
plus, une étude a révélé que seule la CyclineD2, avec Cdk4/6, entrainait le cycle via la

phosphorylation de Rb et était associée aux stades avancés de la maladie (Ely et al. 2005).
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Enfin, dans des lignées et cellules primaires de MM, I'expression de la CyclineD2, méme
dérégulée, reste sous la dépendance de mitogénes (IGF1, sérum) contrairement a celle de
la CyclineD1 (Glassford et al. 2007).

Figure 17 : Modéle de dérégulation des cyclines de type D dans le MM.
D’apres Bergsagel PL et Kuehl WM, J Clin Oncol. 2005 Sep 10;23(26):6333-8.

Des anomalies touchant les inhibiteurs des Cdk ont également été observées dans le
MM (Figure 17). En effet, la méthylation de p15™® est fréquente dés le stade MGUS avec la
méme incidence chez les MM, au contraire de la méthylation de p16™<® qui semble associée
a la progression vers un MM (Chim et al. 2003). Leur expression semble corréler avec le
taux de cellules en phase S (Sarasquete et al. 2006). En ce qui concerne p18™, sa délétion
a surtout été observée dans les lignées de MM, mais ne semble pas constituer une anomalie
prépondérante dans I'oncogenése du MM puisque trés peu représentée chez les patients
(Kulkarni et al. 2002). Une faible expression de p27¥"* a été observée chez 30% des

patients sans corrélation avec une augmentation de prolifération (Filipits et al. 2003).

Enfin, certaines translocations ou anomalies retrouvées plus tardivement au cours de
la maladie entrainent la dérégulation de génes impliqués dans la prolifération comme c-Myc,
K-Ras et N-Ras. Par FISH, les réarrangements du locus de c-Myc sont retrouvés chez
environ 15% des patients avec un MM symptomatique et semble associés a un mauvais
pronostic. Seulement un quart de ces réarrangements est di aux translocations t(8 ;14) et

t(8 ;22) qui sont dites secondaires car plus tardives au cours de la maladie (Avet-Loiseau et
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al. 2001). L’étude des réarrangements du locus c-Myc sous-estime probablement la
proportion de MM ayant une expression aberrante de cet oncogene. En effet, une étude par
immunohistochimie sur 180 cas de MM démontre une incidence plus élevée de la
dérégulation de I'expression de c-Myc (Skopelitou et al. 1993). Par ailleurs, une mutation
dans la séquence IRES du géne c-Myc (lui permettant une transcription active en cas de
stress cellulaire) est aussi observée dans le MM (Chappell et al. 2000). Quant aux mutations
activatrices de K-Ras et N-Ras, elles distinguent les MGUS des MM (Liu et al. 1996)
(Bezieau et al. 2001) et les formes intramedullaires des formes extramedullaires
(Rasmussen et al. 2005). De plus, leur surexpression réduit la dépendance a I'lL6 d’'une
lignée de MM pour sa croissance et sa survie (Billadeau et al. 1995). Moins d’études
concernent H-Ras. Son expression pourrait étre corrélée au caractére aneuploide des
cellules de MM (Tsuchiya et al. 1988).

Le réle des centrosomes

Les centrosomes sont essentiels dans la ségrégation correcte des chromosomes et
la cytodiérése au cours de la mitose. Leur amplification entraine des erreurs lors de ces
processus mitotiqgues et conduit a la perte du caractere diploide des cellules et donc,
participe a 'augmentation de l'instabilité génétique (Pihan et al. 1998). L’amplification des
centrosomes a été détectée dans de nombreux cancers, et plus récemment dans le MM et
les MGUS, suggérant un rble précoce dans la myélomagenése (Maxwell et al. 2005) (Chng
et al. 2006). De plus, une corrélation entre le niveau d’amplification des centrosomes, I'index
de prolifération et la survie des patients a été mise en évidence (Chng et al. 2006). Enfin,
une étude des profils d’expression génique de tumeurs myélomateuses révele que celles qui
possédent une forte amplification de leurs centrosomes portent une signature génique
caractéristique de linstabilité chromosomique et une expression anormale des kinases
Aurora-A et -B, d’ailleurs ces patients ont un mauvais pronostic (Chng et al. 2008). Depuis
peu, les kinases de la famille Aurora ont attiré I'attention dans le MM ainsi que son rationnel
dans le traitement du MM (Shi et al. 2007) (Evans et al. 2008).
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2. Dérégulation de I’'apoptose

La famille Bcl-2

Le MM se caractérise par un faible index apoptotique en relation avec la progression
de la maladie (Witzig et al. 1999). L’expression des membres de la famille Bcl-2 a fait I'objet
de nombreuses études et certains semblent impliqués dans la croissance et la
chimiorésistance observées dans le MM. En effet, 'expression de Bcl-2, Bcl-x, et Mcl-1 est
augmentée, au contraire de celle de Bax qui est diminuée dans le MM, ces anomalies étant
associées a la survie cellulaire et la chimiorésistance (Oancea et al. 2004). Ces protéines
sont exprimées dans les plasmocytes primaires qu’ils soient normaux ou myélomateux ainsi
gue les lignées de MM (Hamilton et al. 1991), mais leur niveau d’expression est anormal
dans le MM. Les souris possédant leurs cellules lymphoides B transgéniques pour Bcl-x, et
c-Myc développent des syndromes lymphoprolifératifs et des plasmocytoses malignes
(Linden et al. 2004). Cependant, I'efficacité d’oligonucléotides antisens ciblant Mcl-1, plutot
que Bcl-2 ou Bcl-x,, souligne le réle essentiel de Mcl-1 dans la survie des cellules
myélomateuses (Derenne et al. 2002). De plus, I'expression aberrante de Mcl-1 corréle avec
la progression de la maladie et le pronostic des patients de MM (Wuilleme-Toumi et al.
2005). D’ailleurs, son accumulation prévient I'apoptose et son élimination est requise au
déclenchement de l'apoptose chimio-induite (Gomez-Bougie et al. 2005) (Menoret et al.
2006) en partie par la libération de Bim (Gomez-Bougie et al. 2004) (Gomez-Bougie et al.
2007).

La famille des IAP

Quelques études descriptives se sont intéressées a I'expression des membres de la
famille des IAP dans le MM. Par immunohistochimie, une premiére étude a analysé
I'expression de trois de ces membres, c-IAP1, c-IAP2 et XIAP, dans des cellules primaires
de patients atteints de divers types de lymphomes B dont 53 cas de MM. Ainsi, ¢c-IAP1/2 sont
exprimés dans 65% et 50% des cas de MM respectivement, contrairement a XIAP qui, de
fagcon surprenante, est rarement observé dans cette étude (Akyurek et al. 2006). Plus
récemment, I'étude de leur expression par PCR quantitative en temps réél a partir de
biopsies de patients réalisées avant et aprées leur traitement, a montré une augmentation

significative des IAP (c-IAP1, c-IAP2, XIAP et survivine) aprés la chimiothérapie dans le
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groupe des patients de mauvais pronostic (Nakagawa et al. 2006). Ces IAP sont également
plus fortement exprimés dans la lignée cellulaire de MM résistante a la doxorubicine par
rapport a la lignée parentale RPMI-8226 (Nakagawa et al. 2006) (Abe et al. 2007).

Néanmoins, les IAP ont rarement fait I'objet d’études fonctionnelles dans les lignées
cellulaires de MM. Seule une étude a analysé le réle de XIAP dans la résistance a la
dexaméthasone. Ainsi, Chauhan et al. ont montré que la libération de Smac/DIABLO dans le
cytosol était nécessaire a l'activation de la Caspase-9 en libérant cette derniere de son
inhibition directe par XIAP (Chauhan et al. 2001). Depuis cette étude, la diminution de
'expression des IAP est souvent observée comme le résultat d’une sensibilité a un
traitement, mais sans analyse plus poussée. En effet, la sensibilisation a la dexaméthasone
par la rapamycine (inhibiteur de la voie mTOR) (Stromberg et al. 2004) (Yan et al. 2006),
I'effet anti-tumoral du resveratrol (par I'inhibition de la voie NF-«xB et STAT3) (Bhardwaj et al.
2007) ou encore de la fludarabine (analogue de nucléoside) (Meng et al. 2007)

s’accompagnent d’'une diminution de I'expression de c-IAP1, c-IAP2, XIAP et survivine.

Réponse UPR et protéines HSP

Les plasmocytes produisent et sécrétent des milliers de molécules d’anticorps par
seconde. lls ont donc besoin d’un réticulum endoplasmique (RE) hautement développé et de
protéines chaperones en grande quantité afin d’assurer la traduction et le repliement correct
des Ig. Les protéines mal repliées sont reconnues par le systeme de contrdle du RE ety sont
séquestrées. La voie de stress connue sous le nom de réponse UPR (« unfolded protein
response ») est alors activée, ce qui permet d’augmenter la transcription des protéines
chaperones, pour prévenir I'agrégation des protéines mal repliées qui s’accumulent au sein
du RE. Dans le cas ou les protéines incorrectes ne peuvent étre repliées convenablement,
ces protéines sont dirigées vers le protéasome 26S pour étre détruites. La réponse UPR
peut donc aider la cellule a surpasser un stress environnemental. Cependant, si le stress est
intense ou persiste, la réponse UPR conduit éventuellement a un arrét du cycle cellulaire et

a l'induction de I'apoptose.

Plusieurs études ont montré que les inhibiteurs du protéasome, en bloguant la
dégradation des protéines mal repliées, sensibilisaient les plasmocytes malins a leur
réponse UPR (Lee et al. 2003) (Obeng et al. 2006). Par leur spécialisation dans la
production d’anticorps, ces cellules sont naturellement plus sensibles a I'apoptose induite par

un stress du RE que d’autres types cellulaires. Ceci expliquerait en partie l'efficacité
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importante du bortézomib dans le traitement du MM et le rationnel grandissant de I'utilisation
des inhibiteurs des protéines chaperones Hsp (« heat shock protein ») pour leur capacité a
bouleverser la conformation des protéines. Récemment, il a été montré qu’un inhibiteur de la
chaperone Hsp90 (le 17-AAG) induisait la mort des cellules de MM en partie via le stress du
RE et l'induction de la réponse UPR, de la méme fagon que le bortézomib (Davenport et al.
2007). Dailleurs, la chaperone Hsp90, surexprimée dans le MM au contraire des MGUS,
pourrait étre plus largement impliquée dans la pathogenése du MM (Chatterjee et al. 2007).
D’'une fagon générale, les protéines Hsp semblent impliquées dans Tlinstallation d’un

environnement permissive oncogénique (Nimmanapalli et al. 2003) (Mitsiades et al. 2006a).

3. L’expression du CD45

Le CD45 est un récepteur transmembranaire a activité tyrosine phosphatase
nécessaire au développement et a l'activation lymphocytaire. Durant le processus normal de
différenciation plasmocytaire, la prolifération est associée a une forte expression du CD45 et
la différenciation a sa diminution (Hermiston et al. 2003). Les plasmocytes immatures
expriment donc fortement le CD45 alors que les plasmocytes matures I'expriment moins.
Dans le cas d’une plasmocytose réactionnelle, qui correspond a une prolifération bénigne de
plasmocytes polyclonaux, I'expression du CD45 est forte puisque tous les plasmocytes sont

en cycle (Jego et al. 1999).

Comme les plasmocytes normaux, les cellules myélomateuses peuvent étre
distinguées en deux populations selon I'expression du CD45 (Figure 18) (Bataille et al.
2003). Une petite population (environ 12% de la tumeur en moyenne) de plasmocytes plus
immatures que le reste de la tumeur et exprimant fortement le CD45 (CD45") correspond au
compartiment le plus proliférant du MM. Une seconde population de plasmocytes peu
proliférants et exprimant plus faiblement le CD45 (CD45"™"*™9) forme la fraction majoritaire
de la tumeur. Deux différences majeures peuvent étre observées entre une moelle saine et
une moelle de MM. Premiérement, les proportions entre les deux populations évoquées ci-
dessus sont inversées dans le MM par rapport a une moelle normale. Deuxiémement, le
compartiment majoritaire de la tumeur myélomateuse peut perdre I'expression du CD45
(CD45"™9). Ces MM sont caractérisés par une moyenne de prolifération élevée dans chacun
de ces deux compartiments et sont de mauvais pronostic (Pellat-Deceunynck and Bataille
2004). Ainsi, dans le MM, le niveau d’expression du CD45 se dissocie de la prolifération. Les
cellules de MM CD45" sont toujours plus proliférantes que celles qui sont CD45™"™9 majs

les cellules CD45"™ sont anormalement plus proliférantes que celles CD45™"",
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Figure 18 : Modéle cellulaire pour la croissance et la maturation du MM sur la base de
I’hétérogénéité de I'expression du CD45.
Partie haute : situation normale, Pré-PC = pré-plasmocyte, PC = plasmocyte. Partie du milieu et du
bas : deux types de tumeurs myélomateuses selon le niveau d’expression du CD45 (fort a faible ou
fort & négatif). Apoptose (en rouge), prolifération (BrdU* en gris). Le compartiment CD45" est plus
sensible a I'lL6, tandis que le compartiment CD45™° est plus sensible a I'lGF1. D’aprés Pellat-
Deceunynck C et Bataille R, Blood Cells Mol Dis. 2004 Mar-Apr;32(2):293-301.

L’IL6 induit I'expression du CD45 et stimule la prolifération et la survie des cellules
CD45" uniquement (Mahmoud et al. 1998) (Ishikawa et al. 2000). En effet, I'lL6 est impliquée
dans la relocalisation du CD45 au sein des radeaux lipidiques ce qui permet I'activation des
kinases Src, nécessaire a l'induction de la prolifération cellulaire (Ishikawa et al. 2002) (Li et
al. 2005b). Les cellules de MM CD45"™ ne semblent pas pouvoir proliférer sous l'effet de
lIL6 malgré l'activation des voies de signalisation JAK2/STAT3 et MAPK puisqu’il leur
manque l'activation de Src. Par contre, en absence de CD45, les cellules de MM peuvent
répondre a leffet de I'lGF1 (Bataille et al. 2003). Récemment, il a été montré que
'expression du CD45 détermine le type de signalisation a l'origine de la prolifération des
cellules de MM. En effet, si les lignées CD45" fonctionnent principalement sur un mode IL6,

les lignées CD45™° ont la capacité de tirer 'avantage de plusieurs facteurs de croissance
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dont I'lGF1 est le plus puissant (Collette et al. 2007). Enfin, les cellules de MM CD45" sont
plus sensibles aux stimuli apoptotiques que les cellules CD45"™° (Liu et al. 2006) (Ishikawa et
al. 2006).

C. Le réle de ’environnement médullaire

Les plasmocytes malins s’accumulent dans la moelle osseuse ou ils tissent un réseau
complexe d’interactions avec leur environnement (Figure 19) qui est majeur dans la
progression tumorale. Les cellules du microenvironnement communiquent entre-elles via des
contacts cellulaires, des cytokines et des facteurs de croissance, et ainsi favorisent le
recrutement des plasmocytes. En retour, les cellules myélomateuses influencent
'environnement en leur faveur afin d’optimiser leur survie et leur prolifération (Uchiyama et

al. 1993). Sur un plan clinique, les lésions ostéolytiques en sont la manifestation.

Différentes études ont déterminé les mécanismes par lesquels les plasmocytes
adherent au stroma médullaire et leur implication dans de nombreux phénomeénes :
établissement de la tumeur au sein de la moelle osseuse, angiogenese et propagation de la
tumeur en dehors de la moelle osseuse, installation d’une communication paracrine
essentielle a la croissance, résistance de la tumeur aux traitements (Mitsiades et al. 2006b).
L’adhésion des plasmocytes au stroma entraine la sécrétion de multiples cytokines et
facteurs de croissance par les deux partenaires cellulaires. Les plasmocytes malins
favorisent par exemple la sécrétion d’IL6 par les ostéoblastes et perturbent le systeme
OPG/OPGL (ostéoprotégérine et son ligand) a travers des contacts cellulaires avec le
stroma (Barille et al. 1995) (Giuliani et al. 2001). Plus que la qualité, c’est la quantité des
facteurs sécrétés qui semble perturbée dans le MM, mais pas exclusivement (Kuehl and
Bergsagel 2002).

Ainsi, les cellules stromales médullaires peuvent sécréter de I'lL6 (interleukine 6), de
'IGF1 (« insuline growth factor 1 »), du VEGF (« vascular endothelial growth factor) et du
SDFla (« stromal cell derived growth factor »), qui conduisent a l'activation de diverses

voies de signalisation cellulaires comme NF-xB, Ras/MAPK, JAK2/STAT3 et PI3K/Akt.
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Figure 19 : Interactions entre les cellules de MM et le microenvironnement médullaire.
D’aprés Bommert K et al. Eur J Cancer. 2006 Jul;42(11):1574-80.

D. Lerble des cytokines et voies de signalisation

Les voies de survie et de prolifération sont fortement dérégulées dans le MM :
activation constitutive des voies JAK2/STAT3, PI3K/Akt, MAPK, NF-xB ou encore Wnt/BCat
et Notch (Figure 20) (Bommert et al. 2006). Les causes ne sont pas toutes élucidées. Les
délétions de PTEN sont peu fréquentes et n'expliquent pas tous les cas d’activation
constitutive d’Akt (Chang et al. 2006a). Au sein de la moelle osseuse, la grande quantité de
facteurs de croissance dans laquelle baigne la tumeur myélomateuse constitue un élément

de réponse.

1. L’IL6

L’IL6 a d’abord été décrite comme facteur dans la différenciation des lymphocytes B
normaux en cellules productrices d’anticorps. Ensuite, il a été montré que I'lL6 constituait le
facteur de croissance essentiel des cellules myélomateuses. L’IL6 est sécrétée
principalement par les cellules stromales de la moelle (paracrine) et dans une moindre
mesure par les cellules myélomateuses elles-mémes (autocrine) (Kawano et al. 1988) (Klein
et al. 1989). La production autocrine en IL6 est associée a un phénoméne malin sévére. La
synthése d’IL6 est stimulée par des contacts directs entre le microenvironnement et les
plasmocytes malins et aussi par des facteurs solubles comme le TNFa, I'lL1B, le bEGF et le
VEGF.
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Figure 20 : Principales voies de signalisation activées par I'lL6 et 'lGF1 dans le MM.

Les plasmocytes tumoraux expriment le récepteur a I'lL6 (IL6R) et son expression
augmente en corrélation avec I'évolution de la maladie (Barille et al. 1999). L’IL6R est
composé de deux chaines polypeptidiques : une chaine a spécifique de 80 kDa notée gp80,
et une chaine B notée gp130 qui est commune a plusieurs récepteurs de cytokines. L'IL6 se
lie a la gp80, induit la phosphorylation en tyrosine et I'association a la gp130, la dimérisation
de la gpl30 et enfin la transduction du signal. Les voies de transduction activées sont
JAK2/STAT3, Ras/MAPK/Erk et PI3K/Akt. Ces voies sont impliquées dans la survie et la
prolifération des plasmocytes. D’ailleurs plusieurs études ont montré I'importance de I'lL6
dans ces deux processus cellulaires. En effet, I'lL6 induit la prolifération in vitro des cellules
myélomateuses de patients en phase extramédullaire (Zhang et al. 1994) et inhibe
I'apoptose induite par la privation en sérum, I'activation de Fas, et certaines drogues utilisées
en cliniques comme la dexaméthasone (Hallek et al. 1998) (Hideshima et al. 2001b). Les
taux sériques en IL6 et de son récepteur soluble sont augmentés chez les patients atteints

de MM et sont associés a un mauvais pronostic (Bataille et al. 1989). Dans un modele de
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plasmocytome murin, les souris « knock-out» IL6" ne développent pas de tumeur
plasmocytaire (Hilbert et al. 1995).

2. L’IGF1

L’'IGF1 est produite par le foie et de nombreuses cellules de I'environnement comme
les cellules stromales de la moelle osseuse, les ostéoblastes et les cellules endothéliales.
L’'IGF1 est un facteur de survie et de croissance pour les lignées de MM dépendantes ou
non de I'lL6 pour leur croissance (Jelinek et al. 1997) (Ferlin et al. 2000). Comme I'IL6,
'IGF1 a un réle protecteur des cellules contre 'apoptose induite par la dexaméthasone (Xu
et al. 1997). La liaison de I'IlGF1 a la chaine a extracytoplasmique du récepteur induit 'auto-
phosphorylation du domaine tyrosine kinase de la chaine B intracytoplasmique. Cette
activation entraine la phosphorylation de différents substrats et I'activation des voies de
signalisation Ras/MAPK et PI3K/Akt. Il a été montré que l'activation de cette derniére voie
pouvait conduire a I'induction de la voie NF-xB (Mitsiades et al. 2002a). La voie PI3K/Akt
stimulée par I'lGF1 est également impliquée dans I'adhésion et la migration des cellules de
MM (Tai et al. 2003) (Qiang et al. 2004). Les cellules myélomateuses peuvent exprimer le
récepteur a 'lGF1 (CD221) de fagon aberrante (Bataille et al. 2005) et les taux sériques en
IGF1 sont un facteur de mauvais pronostic (Standal et al. 2002). Un anticorps antagoniste du
récepteur a I'lGF1 entraine un blocage du cycle cellulaire des cellules myélomateuses
CD45"™ qui deviennent alors sensibles a des stimuli apoptotiques (Descamps et al. 2006).

Cet anticorps est actuellement en essai clinique dans le MM.

3. La voie NF-xB

Les voies NF-xB classique et alternative

NF-«B définit une famille de diméres de facteurs de transcription assemblés a travers
la combinaison des protéines de type Rel : p50, p52, c-Rel, p65/RelA et RelB (Moynagh
2005). De tels diméres sont inactifs dans le cytoplasme, séquestrés par leurs inhibiteurs 1xB
qui masquent la séquence d’adressage au noyau présente dans NF-xB. De nombreux
stimuli, souvent des signaux extracellulaires transmis par des récepteurs membranaires et

une série d’adaptateurs et de protéines modulatrices, activent la voie NF-xB liée a sa
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translocation nucléaire suite a la dégradation de IxB. Les kinases IKK assurent la
phosphorylation de kB qui est alors conduit vers le protéasome pour étre dégradé. Deux
voies majeures sont liées a l'activation de NF-xB: la voie classique encore appelée
canonigue, et la voie alternative dite non-canonique (Figure 21). Parfois, ces deux voies
interagissent et se chevauchent car elles peuvent étre stimulées par les mémes signaux. De
facon simple, la voie classique est définie par I'activation du dimére p50-p65 suivant la
dégradation de IkB, tandis que la voie alternative est caractérisée par la transformation du
dimére inactif p100-RelB en dimére actif p52-RelB au moyen de la dégradation de la partie
C-terminale de p100 qui contient des séquences dites « lkB-like ». Ces deux voies peuvent
étre bloquées par des inhibiteurs du protéasome puisqu’ils empéchent la dégradation de 1B

et donc suspendent le signaling NF-«B.

Voie NF«B Voie NF«B
classique alternative
TNFR CD40

Figure 21 : Voies NF-kxB classique
et alternative.

D’apres Annunziata CM et al., Cancer

@@ Cell. 2007 Aug;12(2):115-30.
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L’intérét de I'extinction de la voie NF-xB dans le traitement du MM

L’activation constitutive de la voie NF-xB a été reportée pour la plupart des cancers
(Karin et al. 2002). NF-kB régule I'expression de protéines impliquées dans la prévention de
l'apoptose (c-FLIP, familles Bcl-2 et IAP) et la promotion de la prolifération (c-Myc, IL6,
BAFF, APRIL). Dans le MM, plusieurs études révélent I'activation constitutive de cette voie
dans les plasmocytes myélomateux de patients (Ni et al. 2001) (Hideshima et al. 2002)
(Bharti et al. 2003). De plus, cette voie est activée de maniére paracrine et autocrine par de
nombreux facteurs solubles (comme le TNFa par exemple), ainsi que par les contacts avec
le stroma médullaire (Chauhan et al. 1996). Des inhibiteurs de NF-«B ont alors été testés et
ont montré leur efficacité en bloquant la croissance in vitro, en induisant I'apoptose, en
cassant le lien entre I'environnement médullaire et la tumeur, ainsi qu’en inhibant la
tumorigenése chez des modeéles murins de MM (Hideshima et al. 2006) (Sanda et al. 2005)
(Jourdan et al. 2007). Nous-méme avons expertisé I'effet in vitro et in vivo d’'un inhibiteur
pharmacologique de la kinase IKKp et révélé son efficacité en association avec TRAIL dans
linduction de l'apoptose des lignées et cellules primaires de MM (voir en annexe 1 :
(Romagnoli et al. 2007)). D’autres études ont souligné I'importance du blocage de la voie
NF-xB dans l'efficacité du bortezomib, un inhibiteur du protéasome qui a largement contribué

a 'amélioration du traitement des patients atteints de MM (Richardson et al. 2007).

Le MM est caractérisé par sa forte chimiorésistance innée et acquise suite a certains
traitements anti-tumoraux. TRAIL émerge comme un ligand apoptotique tres attractif pour le
traitement du MM (Gazitt 1999), notamment a travers le clivage de la protéine Mcl-1
(Menoret et al. 2006), une protéine cruciale dans la survie des cellules de MM (Gomez-
Bougie et al. 2005). Cependant, des phénoménes de résistance a TRAIL ont été observés
dans les cellules de MM. Une efficacité plus importante peut étre obtenue par I'association
de TRAIL avec le bortézomib, le SN50 (un peptide inhibiteur de la voie NF-xB) (Mitsiades et
al. 2001) ou méme des antisens ciblant c-FLIP (Mitsiades et al. 2002b). La voie NF-xB
pourrait donc participer a la résistance a TRAIL. Nous-méme avons expertisé cette

hypothése (voir en annexe 1 : (Romagnoli et al. 2007)).

Anomalies génétiques de la voie NF-xB dans le MM
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Jusqu’a présent, d’éventuelles anomalies génétiques touchant les acteurs de la voie
NF-xB (Courtois and Gilmore 2006) n’avaient pas été mises en cause dans l'activation
constitutive de cette voie dans le MM. Récemment, une étude des profils d’expression
génique a révélé la fréquence inattendue de la présence d’'une signature NF-xB chez des
patients de MM dés le diagnostic (85% des cas). Dans la majorité des cas, l'impact du
microenvironnement sur la tumeur serait a l'origine de l'activation de la voie NF-kB.
Cependant, dans 15 a 20% des cas, des anomalies génétiques touchant certains acteurs de
cette voie ont également été mises en évidence, notamment la surexpression de NIK
(translocation, délétion), la diminution de TRAF3 (mutations, délétion, régulation
épigénétique) et de c-IAP1/2 (délétion) (Annunziata et al. 2007). Une seconde étude
combinant les techniques de profils d’expression génique et de puces CGH (« comparative
genomic hybridization ») montre une proportion similaire d’anomalies génétiques affectant un
méme groupe de genes (Keats et al. 2007). Cette étude révele également que les patients
ayant des anomalies de TRAF3 répondent plus efficacement au bortézomib que ceux qui en
sont dépourvus. Par contre, aucune différence d’efficacité a la dexaméthasone n’est
rapportée entre ses deux cohortes de patients. Ces deux études soulignent la contribution
des voies classique et alternative de NF-xB dans le MM et spécialement dans la réponse

aux traitements (Gilmore 2007).

IV. Les facteurs pronostigues

La survie médiane des patients de MM est environ de 3 ans. Néanmoins, leur survie
peut varier de quelques mois a 5 voire 10 ans selon les patients. Cette hétérogénéité dans la
survie des patients est de mieux en mieux appréciée par lidentification des facteurs
pronostiques dont le but est de prédire la survie individuelle des patients et d’adapter la
thérapeutique. Depuis les données de Carbone et al. en 1967 (Carbone et al. 1967), de
nombreuses publications ont rapporté et identifié des anomalies impliquées dans le pronostic
du MM. En plus de I'age et de I'état général du patient au moment du diagnostic, qui sont
des éléments importants, d’autres facteurs sont maintenant disponibles pour établir le
pronostic : les facteurs intrinséques au clone plasmocytaire, ceux liés a la masse tumorale et
a la résorption osseuse, ainsi que les facteurs génétiques (San Miguel and Garcia-Sanz
2005).
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A. Les facteurs intrinséques au clone plasmocytaire

by

Différents facteurs liés a la cellule tumorale en elle-méme interviennent dans
I'évaluation du pronostic. Un des premier paramétre mis en évidence concerne le statut
prolifératif des plasmocytes malins. En effet, qu’il soit évalué sur le pourcentage de phase S
par un marquage a l'iodure de propidium (San Miguel et al. 1995) ou l'incorporation de BrdU
(Greipp et al. 1988), ou sur le pourcentage de cellules en cycle par I'expression du Ki67
(Alexandrakis et al. 2004), le statut prolifératif des plasmocytes myélomateux est
inversement corrélé a la survie des patients (Greipp and Kumar 2005). Cependant, il reste
encore difficile a réaliser car son analyse doit étre immédiate apres le préléevement, les

capacités prolifératives plasmocytaires s’éteignant rapidement ex vivo.

Plusieurs études ont évalué l'impact de la morphologie plasmocytaire sur la survie
des patients. Les résultats sont discordants, essentiellement en raison de la faible
reproductibilité inter-observateurs. L’'aspect immature « plasmablastique » est relié a une
survie significativement plus courte. Ce paramétre est sans doute a mettre en relation avec

d’autres facteurs comme la prolifération (Greipp et al. 1988).

Les variations immunophénotypiques ont également été analysées en cytométrie en
flux. Des antigenes comme le CD45, le CD56, le CD221 et le CD27 ont été étudiés et
semblent corrélés au pronostic (San Miguel et al. 2002) (Moreau et al. 2004) (Bataille et al.
2005) (Moreau et al. 2006) (Bataille et al. 2006). D’autres facteurs plus difficilement
classables refletent les interactions existantes entre les cellules tumorales et le
microenvironnement. Parmi eux, deux parameétres sont fréquemment utilisés : le taux sérique
de protéine C-réactive (CRP) et l'albuminémie. L’augmentation du taux de CRP reflete
l'action de I'lL6 et semble corrélée a une survie plus courte (Bataille et al. 1992), mais ce
parameétre peut étre perturbé lors d’infections. Le taux sérique d’albumine est aussi corrélé a

la survie des patients, des taux trés bas étant de mauvais pronostic (Bataille et al. 1986).

B. Facteurs liés a la masse tumorale

L’'importance de la masse tumorale a été un des premiers facteurs pronostiques
identifiés. En 1975, Durie et Salmon proposent une classification en 3 stades et basée sur la

masse tumorale (Durie and Salmon 1975). Différents parametres étaient pris en compte
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incluant lisotype de la chaine lourde de I'lg, le taux d’hémoglobine, I'étendue des lésions
osseuses ou encore la calcémie. Cette classification reste encore utilisée aujourd’hui, méme
si son intérét pronostique est extrémement limité. Dans les années 1980, d’autres
parameétres liés a la masse tumorale sont identifiés, au premier rang se trouve le taux de p2-
microglobuline sérique (B2m) (Bataille et al. 1983). Ce taux est d’autant plus élevé que la
masse tumorale est importante. Son élimination se faisant par voie rénale, la B2m est
augmentée en cas d’insuffisance rénale, symptébme fréquent du MM. L’insuffisance rénale
étant elle-méme un facteur pronostique péjoratif dans le MM, le taux de B2m est donc un
facteur pronostique primordial dans le MM qui sert d’ailleurs souvent d’élément de
comparaison lors d’analyse de nouveaux facteurs pronostiques potentiels. Malgré son poids
pronostique, le role de la p2m dans le MM n’est pas élucidé. Néanmoins, deux études
récentes utilisant un anticorps anti-2m rapportent un effet anti-apoptotique remarquable sur

les cellules de MM in vitro et in vivo (Yang et al. 2006; Yang et al. 2007).

Plus récemment, d’autres facteurs sériques ont été décrits, reflétant principalement la
masse tumorale. Le plus fréquemment cité est le taux sérique de CD138 soluble (Seidel et
al. 2000). Le CD138 est exprimé sélectivement a la surface des plasmocytes dans la moelle
osseuse, qu’ils soient normaux ou tumoraux, et peut étre clivé par diverses protéases
conduisant a sa libération sous forme soluble dans le plasma. Comme la f2m, des taux
sériques élevés correlent avec une survie significativement plus courte, sans apporter une

plus grande significativité.

C. Facteurs liés a la résorption osseuse

Trés rapidement, I'étendue des lésions osseuses est apparue comme un facteur
pronostique prépondérant (Durie and Salmon 1975). Ce facteur est néanmoins difficile a
analyser lors d’études multicentriques, son évaluation reposant en définition sur une analyse
radiographique appréciant idéalement I'ensemble du squelette. Il serait donc plus facile de
mesurer I'hypercalcémie qui refléte en partie l'activation ostéoclastique, mais d’autres
parameétres influengant ce facteur, '’hypercalcémie n’occupe pas une place majeure dans la
prédiction de la survie des patients de MM. D’autres parameétres reflétant la résorption
osseuse ont été cherchés. Récemment, des données contradictoires ont été rapportées
concernant les dosages sériques d’ostéoprotégérine (OPG) (Seidel et al. 2001). Ce facteur a
pour role physiologique essentiel d’inhiber I'activation ostéoclastique induite par le systéme

RANK/RANKL. Une premiére étude a montré un effet protecteur de taux élevés d’'OPG, tant
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sur les manifestations osseuses de la maladie que sur la survie des patients. Des données
non publiées de lintergroupe frangais du myélome (IFM) ne confirment pas ces résultats.
Globalement, si les Iésions ostéolytiques occupent une place majeure dans la
symptomatique clinique du MM, il est difficile de les utiliser dans la prédiction de la survie.

D. Facteurs génétigues

Alors que le poids pronostique des anomalies chromosomiques est clairement
démontré dans la plupart des hémopathies malignes aigués, leur impact dans le MM est de
démonstration récente. En effet, 'analyse des anomalies chromosomiques a probablement
été la principale avancée de ces derniéres années dans [|'évaluation du pronostic des
patients. Les premieres données dans ce domaine émanent du groupe de Little Rock et
reposent sur l'analyse de caryotypes plasmocytaires (Tricot et al. 1997). Ces analyses
cytogénétiques sont de réalisation difficile dans le MM pour diverses raisons : faible index de
prolifération, faible infiltrat plasmocytaire des prélévements ou encore complexité des
anomalies chromosomiques. Ainsi, seulement moins de 30% des caryotypes sont détectés
comme anormaux au diagnostic. Indépendamment de toute anomalie chromosomique
spécifique, le simple fait d’obtenir un caryotype anormal est péjoratif pour la survie des
patients, rejoignant probablement la valeur pronostique de la prolifération. Grace aux
techniques actuelles comme la technique de FISH sur plasmocytes en interphase, on sait
maintenant que ce chiffre sous-estimait nettement le nombre de cas présentant des
anomalies chromosomiques puisqu’en fait, il est virtuellement de 100%. Ainsi, cette
technique est de plus en plus utilisée dans les laboratoires, devenant une technigque de
référence. Au préalable, les plasmocytes sont immuno-marqués et/ou triés a partir de

Pinfiltrat médullaire.

Par la technique de FISH, il semble que les translocations t(4 ;14), t(14 ;16), t(14 ;20),
ainsi que la délétion du chromosome 17p soient les anomalies chromosomiques les plus
prédictives d’une survie courte (Avet-Loiseau et al. 2007). En fait, la délétion du chromosome
13, longtemps incluse dans les facteurs les plus prédictifs, semble ne valoir son pouvoir
pronostique que de son association préférentielle avec les translocations t(4 ;14), t(14 ;16),
et la délétion du 17p. En effet, les patients ayant uniquement une délétion du chromosome
13 sans ces 3 autres événements, n‘ont pas de mauvais pronostic. Par ailleurs, le gain de
chromosome 1q conduisant a la surexpression du géne CKS1B corréle également avec une
survie écourtée (Shaughnessy et al. 2007). Au contraire, les MM ayant une translocation

t(11 ;14) ou présentant une hyperdiploidie sont maintenant considérés de pronostic neutre

71



ou favorable, respectivement (Decaux et al. 2007). Cependant, les MM hyperdiploides
peuvent encore étre stratifiés de maniére a affiner leurs pronostics (Chng et al. 2007). Une
étude récente révéle que le nombre d’anomalies caryotypiques avant et aprés le traitement
influence de facon importante la réponse du patient a la thérapeutique et une éventuelle
rechute (Arzoumanian et al. 2008).

V. Les traitements

Le traitement du MM a connu ces dernieres années de grands progres, notamment
grace a I'évolution des connaissances sur la biologie du MM et ses facteurs pronostiques,

ainsi que la découverte de nouvelles molécules thérapeutiques.

Le traitement du MM a longtemps reposé sur le classigue MP (melphalan-
prednisone) (Facon 1999). Ce traitement conduit a des réponses partielles chez la plupart
des patients, mais ne permet pas I'éradication du clone tumoral. La maladie réapparait
inéluctablement, avec une médiane de survie de I'ordre de 30 a 36 mois et des rémissions
complétes de moins de 5%. Jusqu’a la fin des années 1990, il n’'y eut aucun progrés
significatif avant I'avénement de [intensification thérapeutique correspondant au VAD
(vincristine-adriamycine-dexaméthasone), suivie d’'une autogreffe de cellules souches
hématopoiétiques (Attal et al. 1996). Ceci permet d’améliorer significativement le taux de
rémission compléte a 25% et la médiane de survie supérieure a 50 mois. Cependant, ces
progrés concernent presque exclusivement les patients jeunes (moins de 60 ans). Depuis
1998, le paysage thérapeutique s’est enrichi de plusieurs nouveaux principes actifs
participant au net allongement de I'espérance de vie des patients. Ces molécules sont la

thalidomide, le Iénalidomide et le bortézomib.

La thalidomide a été développée dans les années 1950 pour ses propriétés sédatives
et retirée du marché en 1962 aprés la constatation de ses effets tératogénes. Cependant, la
mise en évidence de son activité anti-angiogénique constitua le rationnel de son utilisation
dans le traitement du MM. Ces activités sont multiples : effet direct sur la cellule
myélomateuse, inhibition des interactions entre stroma médullaire et cellule myélomateuse,
diminution de la sécrétion de différents facteurs solubles (VEGF, IL6, TNFa, IL1B) ou encore
stimulation de 'immunité cellulaire résiduelle (Hideshima et al. 2001a). La thalidomide donne

des résultats positifs dans 30 & 60% des MM en rechute ou en progression (Barlogie et al.
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2001). Néanmoins, son utilisation doit étre de courte durée du fait de ses effets secondaires

(notamment les neuropathies).

Le Iénalidomide est un analogue structural de la thalidomide de troisieme génération
avec un profil d’action similaire, actuellement développé dans le traitement du MM et des
syndromes myélodysplasiques. Par contre, le profil de toxicité de la Iénalidomide est lui bien
différent de celui de la thalidomide. Il n’est pas tératogene chez I'animal et ne provoque pas
de forte toxicité neurologique. Les essais cliniques de phase Ill chez les patients en rechute
montrent une nette efficacité en association avec la dexaméthasone (Hulin 2007). Comme le

bortézomib, son utilisation en premiére ligne de traitement est en cours d’étude.

Le bortézomib, premier représentant d’'une nouvelle classe thérapeutique, celle des
inhibiteurs du protéasome, réduit la prolifération ainsi que la survie des cellules malignes en
bloquant leur progression dans le cycle et en régulant négativement I'expression d’inhibiteurs
de l'apoptose. Il entraine également un blocage des capacités d’adhésion des cellules
myélomateuses, une diminution des possibilités de réparation de ’ADN accompagnée d’'une
éventuelle restauration de la sensibilité aux agents endommageant 'ADN, ainsi que des
effets anti-angiogéniques et favorables pour la biologie osseuse (Hideshima et al. 2001a).
Son efficacité impressionnante dans le MM lui a valu en 2003 une autorisation accélérée par
la FDA (« food and drug administration) dans le traitement de patients atteints de MM des
leur premiére rechute. De nombreuses études ont ensuite montré le bénéfice de I'association
du bortézomib avec des traitements plus conventionnels du MM (San Miguel et al. 2006).
Enfin, le bortézomib donne des résultats intéressants pour le traitements des patients au
deld de 60 ans (Mateos et al. 2006). Son utilisation en premiére ligne de traitement est en

cours d’étude.

Evidemment, bien d’autres molécules et stratégies thérapeutiques sont & I'étude dans
le traitement du MM. Des progrés sont encore nécessaires pour prolonger la survie des
patients et leur guérison, mais également pour améliorer leur qualité de vie. Afin d’éviter les
résistances et diminuer les toxicités, des associations pertinentes entre des agents de

chimiothérapie et/ou des nouvelles molécules semblent incontournables.
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LA PROTEINE SURVIVINE

I. Introduction

Découverte il y a 10 ans (Ambrosini et al. 1997), la survivine a rapidement attiré
lattention de la communauté scientifique par sa biologie fascinante et son potentiel
thérapeutique notamment en cancérologie. Conservée au cours de I'évolution, la survivine
appartient a la famille des IAP (« inhibitors of apoptosis proteins »), définie par le domaine
structurel BIR (« baculovirus IAP repeat ») caractérisé a l'origine chez le baculovirus pour
son réle dans la protection vis-a-vis de I'apoptose (Miller 1999). Initialement décrite comme
acteur de la survie des cellules cancéreuses, ce qui lui valut son nom, la survivine se place
en fait au carrefour de la régulation de processus cellulaires essentiels: cycle et mort
cellulaires. Si ses mécanismes moléculaires participant au cycle cellulaire sont maintenant
mieux appréhendés, ceux impliqués dans la résistance a I'apoptose sont encore en cours
d’exploration. La majorité des tumeurs, solides ou hématopoiétiques, I'exprime de fagon
aberrante et des études génomiques lidentifient comme le 4° gene spécifique de tumeur
(Velculescu et al. 1999). La survivine possede également un role physiologique majeur lors
du développement embryonnaire et fcetal, les souris « knock-out » pour cette protéine ne
survivant pas au dela du 5° jour embryonnaire (Uren et al. 2000). En revanche, la survivine
n‘est pas ou peu exprimée dans les tissus différenciés adultes. Les causes et les
conséquences de l'expression aberrante de la survivine dans les cellules tumorales font
I'objet d’'une multitude d’études. D’ailleurs, I'intérét pronostique de la survivine semble validé
pour plusieurs cancers et son utilisation en tant que cible thérapeutique est actuellement en

cours d’évaluation clinique.

Par conséquent, les multiples fonctions de la survivine la projettent au coeur d’'un
réseau fonctionnel pro-tumoral et la désignent comme cible thérapeutique particulierement
pertinente dans le cancer (Altieri 2008) (voir en Annexe 2 : Romagnoli et al., Médecine
Sciences, sous presse). La survivine est maintenant évoquée comme un antigéne de tumeur
au caractére universel et pourrait constituer un candidat de choix en immunothérapie
(Andersen et al. 2007).
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Il. Découverte et expression tissulaire

Le géne survivine est localisé sur le bras long du chromosome 17 en 25 chez
’Homme. La survivine fut découverte lors du criblage d’'une banque génomique humaine
avec une sonde correspondant a ’ADNc du géne EPR-1 (« effector cell protease receptor-
1 ») (Ambrosini et al. 1997). En fait, les ORF (« open reading frame » ou cadre ouvert de
lecture) des génes survivine et EPR-1 sont en orientation inverse et leurs séquences
codantes sont complémentaires, ce qui est unique pour des génes humains. Le role de la
relation entre les génes survivine et EPR-1 n’est pas encore élucidé. Il a été proposé que
ces deux génes puissent se réguler entre eux en tant qu’antisens naturels 'un de l'autre

(Ambrosini et al. 1998), mais peu d’études ont été menées a ce sujet.

La survivine présente une expression tissulaire particuliere (Ambrosini et al. 1997).
En effet, elle est abondamment exprimée au cours du développement embryonnaire et feetal,
puis exclue des tissus quiescents et différenciés chez I'adulte a I'exception de certains types
cellulaires conservant un potentiel de renouvellement cellulaire (thymocytes, cellules CD34",
cellules basales du colon...). Dans les cellules proliférantes, I'expression de la survivine est
finement régulée de facon dépendante du cycle cellulaire : indétectable au cours de la phase
G1, trés faible pendant la phase S et montrant un pic d’expression en G2/M (Li et al. 1998).
Au contraire, la survivine est exprimée de facon aberrante dans tous les cancers testés a ce
jour. L’analyse du transcriptome humain I'a d’ailleurs identifi€ comme le 4° géne spécifique

de tumeur (Velculescu et al. 1999).

Ill. Structure protéigue

La survivine est une petite protéine de 16,5 kDa (142 acides aminés) qui est
composée de trois domaines principaux : un seul domaine BIR en N-terminal (résidus 18-
88), une extrémité C-terminale en hélice « (résidus 100-142) et entre les deux, une
séquence NES (« nuclear export sequence ») d’exportation hors du noyau, séquence
identifiée récemment (Colnaghi et al. 2006) (Figure 22). Comme la moitié des protéines IAP,
la survivine ne posséde qu’un seul domaine BIR. En revanche, elle ne porte aucun domaine
fréguemment retrouvé chez cette famille, comme les domaines RING ou CARD impliqués

dans la dégradation protéosomale et les intéractions protéiques, respectivement. Comme les
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autres IAP, la survivine ne contient pas de séquence d’insertion membranaire (Ambrosini et
al. 1997).

L’analyse par cristallographie de la structure de la survivine murine (Muchmore et al.
2000) et humaine (Verdecia et al. 2000) (Chantalat et al. 2000) est publiée en 2000. Ces
études indiquent que son unique domaine BIR ressemble a celui qui est impliqué dans
l'inhibition directe de la Caspase-3 par XIAP, c’est-a-dire son domaine BIR2 (Sun et al.
1999). Néanmoins, la survivine ne porte pas les quelques acides aminés précédant le
domaine BIR qui semblent essentiels a XIAP pour cette inhibition directe. Par ailleurs, ces
études révelent un arrangement dimérique en forme de « nceud papillon » de la survivine en
solution au moyen de la surface acidique du domaine BIR de chacun des monomeres. La
chélation d’'un atome de Zn au sein du BIR est essentielle dans ces interactions. Un site de
phosphorylation par Cdk1-CyclineB1 en thréonine 34 dans ce domaine semble moduler la
capacité de celui-ci a interagir avec d’autres protéines. La structure et la charge ionique de
son extrémité C-terminale en hélice o évoquent une longue bobine enroulée formant
également un domaine d’interaction protéique, mais celui-ci n’est pas impliqué dans la
formation du dimére de survivine en solution. En revanche, son hélice a est requise pour sa
localisation aux microtubules. En effet, une étude fonctionnelle antérieure avait montré que,
dépourvue de son hélice a, la survivine perdait sa localisation au niveau des microtubules de
'appareil mitotique de la cellule (Li et al. 1998). Avec son hélice a et son domaine BIR, la

survivine pourrait servir de protéine adaptatrice.
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IV. Réqulation de I’'expression

A. Réqulation transcriptionnelle

1. Le promoteur du géne survivine

Régulation dépendante du cycle cellulaire

L’étude du promoteur du géne survivine a fourni de nombreuses informations sur la
régulation de ce gene, notamment sur son expression restreinte aux cellules en cycle (Figure
22). Tout d’abord, son promoteur comporte de multiples sites Sp1 (« specificity protein-1 »)
dont deux semblent essentiels pour sa transcription basale, trois régions CDE (« cell cycle-
dependent element ») et une région CHR (« cell cycle homology region ») (Li and Altieri
1999). La présence de ces régions évoque fortement un géne actif durant la mitose.
D’ailleurs, I'expression de la survivine est sous la dépendance du cycle cellulaire qui peut
étre abolie par la mutation de ses régions CDE (Li et al. 1998). Les voies p53 et Rb/E2F
contribuent également a la régulation transcriptionnelle de la survivine de fagcon dépendante
du cycle. La protéine p53 peut se fixer sur le promoteur du géne survivine et bloquer sa
transcription (Hoffman et al. 2002). Son effet peut également étre indirect via l'induction de
p21 qui pourrait inhiber certaines Cdk et donc empécher la phosphorylation de Rb (Lohr et
al. 2003). En effet, la protéine Rb hypophosphorylée bloque la transcription du gene
survivine dans des fibroblastes murins en se fixant sur le promoteur avec ses co-répresseurs
E2F5 et E2F6 et en séquestrant les activateurs E2F1, E2F2, E2F3 (Jiang et al. 2004).
Cependant, E2F2 semble plutbt jouer un réle de répresseur de I'expression de la survivine

dans des mélanocytes humains (Raj et al. 2008).

Enfin, le promoteur du géne survivine ne présente pas de domaine TATA, mais une
région riche en CG typique des ilots CpG, cible d’'une régulation par méthylation (Li and
Altieri 1999). Son statut de méthylation a été mis en cause pour expliqguer son « silence
transcriptionnel » dans les cellules différenciées adultes puis sa réactivation dans certains
cancers (Hattori et al. 2001), bien que cela ne soit pas le cas pour tous les types cellulaires
(Li and Altieri 1999) (Wagner et al. 2008).
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Etapes de la régulation de la survivine
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Figure 22 : Différents niveaux de régulation de I’expression et de I’activité de la survivine.

D’apres Romagnoli et al., Revue Médecine Sciences, sous presse.

Régulation indépendante du cycle cellulaire

Son expression anormale dans les cancers a motivé un grand nombre de travaux afin
d’en identifier les causes. Une des principales certitudes est que la survivine est exprimée de
maniére aberrante indépendamment du cycle cellulaire dans les cellules tumorales. Ceci a
été démontré par l'utilisation de souris transgéniques « knock-in » qui expriment le géne de
la GFP (« green fluorescent protein ») sous le contrble du promoteur proximal survivine

permettant son expression uniqguement dans les cellules en mitose (Xia and Altieri 2006).
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Dans cette expérience, on peut donc faire la différence entre les cellules qui expriment la
survivine endogéne sous la dépendance du cycle cellulaire (cellule GFP*/survivine®), et
celles qui I'expriment indépendamment de celui-ci (cellule GFP7/survivine®). Au cours du
développement embryonnaire, la survivine est fortement exprimée sans la détection de la
GFP, puis dans les tissus murins adultes, la survivine comme la GFP semblent indétectables
a I'exception du cerveau. Lorsque ces souris développent un adénome intestinal, la tumeur
exprime uniformément la survivine tandis que seules des cellules isolées expriment la GFP.
L’expression de la survivine est donc majoritairement indépendante du cycle cellulaire au
cours de I'embryogenése et de la carcinogenése. Cette étude et bien d’autres soulignent
'augmentation aberrante (jusqu’a 400 fois) de la transcription du géne survivine dans les
cellules tumorales in vitro et in vivo (Bao et al. 2002) (Yang et al. 2004) (Xia and Altieri
2006). Dans les tumeurs, la perte de fonctionnalité des protéines p53 et Rb a été mise en
cause dans I'augmentation de la transcription du géne survivine (Hoffman et al. 2002) (Mirza
et al. 2002) (Jiang et al. 2004) (Xia and Altieri 2006) (Vegran et al. 2007). D’ailleurs, les
techniques de ChIP (« chromatine immunoprecipitation ») et de mutagenése dirigée ont
révélé que les sites de liaison pour p53 et E2F1 dans le promoteur survivine se
chevauchaient, ainsi p53 pourrait prévenir I'expression de la survivine en empéchant la
fixation de E2F1 (Hoffman et al. 2002). La situation se complique par une boucle de
régulation entre la survivine et p53. En effet, la survivine peut réprimer la transcription de p53
(indirectement car la survivine n’est pas un facteur de transcription) et accélérer sa

dégradation par le protéasome (Wang et al. 2004).

Dans les cancers, l'activation de nombreuses voies de signalisation et I'expression
anormale de certains oncogénes ont été impliquées dans la dérégulation de I'expression de
la survivine (Figure 22). En effet, sa transcription peut étre induite directement par différents
facteurs : STAT3 (Gritsko et al. 2006), HIF-1a (Peng et al. 2006b), c-Myc (Cosgrave et al.
2006), E2F1 (Dasgupta et al. 2006), DEC1 (Li et al. 2006), KLF5 (Zhu et al. 2006), sous
I'effet de l'activation des voies de signalisation : JAK2/STAT3, PI3K/Akt, MAPK, NF-xB. De
plus, les oncogénes Bcr/Abl (Wang et al. 2005), H-Ras (Sommer et al. 2007), K-Ras (Sarthy
et al. 2007) et ErbB2 (Xia et al. 2006a) ont été impliqués dans la chimiorésistance en partie

via la dérégulation de I'expression de la survivine.

Par conséquent, d’'un coté I'expression de la survivine est induite par de nombreuses
voies de signalisation et oncogénes fréquemment dérégulés dans les cancers et d’un autre
cbté, son expression n’est plus réprimée par des suppresseurs de tumeur souvent non

fonctionnels dans ces mémes cellules. Des anomalies génétiques (amplification (Islam et al.
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2000) et mutation (Xu et al.)) et épigénétiqgues (hypométhylation (Hattori et al. 2001)) du

géne survivine peuvent également participer a sa surexpression dans les cancers.

2. Les variants d’épissage de la survivine

Le géne survivine est composé de 4 exons et de 3 introns (Ambrosini et al. 1997). En
plus de la survivine originellement décrite (survivine majoritaire), quatre variants (2B, AEX3,
3B et 2a) de la survivine sont obtenus par épissage alternatif : survivine-2B (165 acides
aminés), survivine-AEx3 (137 acides aminés), survivine-3B (120 acides aminés) et survivine-
2a. (74 acides aminés) (Figure 22). Cependant, ces variants sont exprimés a des niveaux

nettement inférieurs a ceux de la survivine majoritaire.

La survivine-2B montre l'insertion d’'un exon cryptique (exon 2B) entre ses exons 2 et
3. Cette insertion entraine la perturbation du domaine BIR qui n’est alors plus fonctionnel. La
survivine-2B conserve sa séquence NES et son extrémité C-terminale en hélice «, elle est
donc principalement localisée dans le cytoplasme et semble pouvoir se fixer aux
microtubules. Ainsi, en ayant la méme localisation que la survivine majoritaire sans ses
fonctions, la survivine-2B pourrait constituer un dominant négatif naturel de la survivine
(Mahotka et al. 2002) (Li 2005). Récemment, ce variant a été montré comme ayant des
propriétés pro-apoptotique et anti-mitotique (Ling et al. 2007).
La survivine-AEx3 perd son exon 3 au cours de I'épissage alternatif, ce qui entraine la
perturbation du domaine BIR qui n’est alors plus fonctionnel et le décalage de 'ORF qui
altére la séquence NES et I'hélice a. La survivine-AEx3 est donc localisée dans le noyau.
Les propriétés anti-apoptotiques de ce variant (Mahotka et al. 2002) (Li 2005) sont
actuellement controversées (Knauer et al. 2007a).
La survivine-3B montre l'insertion d’'un nouvel exon (exon 3B) entre ses exons 3 et 4, qui
introduit un codon stop et entraine la traduction d’'une protéine tronquée dépourvue de son
extrémité C-terminale en hélice «. Cependant, la survivine-3B conserve son domaine BIR et
sa séquence NES, tous deux fonctionnels. La survivine-3B est donc principalement localisée
dans le cytoplasme et conserve les mémes fonctionnalités que la survivine majoritaire par
son domaine BIR (Knauer et al. 2007a).
La survivine-2a posséde les deux premiers exons ainsi qu’'une partie de lintron 2 qui
introduit un codon stop et entraine la traduction d’une protéine tronquée. La survivine-2a,
localisée a la fois dans le noyau et le cytoplasme, ne posséde ni domaine BIR fonctionnel, ni

séquence NES et extrémité C-terminale en hélice o. Pourtant, une étude a montré son
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interaction avec la survivine majoritaire entrainant ainsi la diminution de I'activité de cette
derniére (Caldas et al. 2005).

La plupart des données concernant la localisation et la fonction des variants de la
survivine proviennent d’analyses de [I'expression ectopigue a des niveaux non
physiologiques de leur version portant un « tag ». De plus, les anticorps utilisés pour détecter
les variants sont souvent a l'origine de réactions croisées avec la survivine majoritaire. Une
étude fonctionnelle comparative récente a elle aussi utilisé I'expression ectopique de ces
variants, mais en prenant soin de ne sélectionner que les clones les exprimant a des niveaux
physiologiques (Knauer et al. 2007a). Cette étude montre que seul le variant 3B posséde
des propriétés biologiques, a la fois mitotique et anti-apoptotique, proches de celles de la
survivine. Ceci est expliquer par le fait que seul la survivine-3B conserve a la fois une
localisation (NES fonctionnel) et une fonction (BIR fonctionnel) similaires a la survivine

majoritaire.

B. Régulations post-traductionnelles

Les modifications post-traductionnelles de la survivine ont des répercussions diverses
sur sa fonction cellulaire : stabilité de la survivine, modulation de sa capacité d’interaction
protéique, et modification de sa localisation (Figure 22). L’impact fonctionnel de ses

modifications sera évoqué plus en détail dans un prochain chapitre.

1. Phosphorylation

La survivine est phosphorylée sur son résidu thréonine 34 (T34) dans son domaine
BIR par Cdkl (« cyclin dependent kinase 1 »), avec laguelle elle est co-immunoprécipitée
(O'Connor et al. 2000a). Le complexe survivine-Cdk1-CyclineB1 est localisé au niveau des
microtubules. L'activité Cdk1 et la phosphorylation du résidu T34 sont restreintes aux phases
G2/M, permettant ainsi la stabilité de la survivine uniquement pendant la mitose. Par
cristallographie, ce résidu avait déja été évoqué comme affectant probablement les
interactions protéiques assurées par le domaine BIR (Verdecia et al. 2000). D’ailleurs,
lintroduction d’'un mutant survivine T34A (non phosphorylable en T34) induit 'apoptose des

cellules tumorales (O'Connor et al. 2000a).
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La survivine peut également étre phosphorylée pendant la mitose sur son résidu
thréonine 117 (T117), cette fois-ci au sein de son extrémité C-terminale, par la kinase
Aurora-B (Wheatley et al. 2004). Cette phosphorylation affecte la dynamique de la
localisation de la survivine au niveau des centroméres des chromosomes (Wheatley et al.
2007) (Delacour-Larose et al. 2007). En effet, I'utilisation de mutants survivine T117A (non
phosphorylable en T117) et survivine T117E (mimant la phosphorylation en T117) a permis
de montrer que cette phosphorylation est indispensable au décrochage de la survivine du

centromére en métaphase.

Enfin, plus récemment, un troisieme site de phosphorylation a été identifié dans le
domaine BIR de la survivine. Son résidu sérine en position 20 (S20) est phosphorylé par la
PKA (« cyclic AMP-dependent protein kinase A ») dans le cytosol ce qui module sa capacité
d’interaction protéique a travers son domaine BIR. En effet, la survivine phosphorylée en
S20 n’est pas capable de former un complexe avec XIAP, un autre membre de la famille des
IAP (Dohi et al. 2007).

2. Ubiquitination

Bien que l'ubiquitination soit un événement post-traductionnel important dans la
régulation de la ¥ vie des protéines en les ciblant pour leur dégradation par le protéasome,
ce n’est pas son unique role. Certains types d’ubiquitination peuvent aussi intervenir dans la
modulation de l'activité des protéines. Généralement, les mono-ubiquitinations et les multi
mono-ubiquitinations (une ubiquitine sur plusieurs résidus lysines dans la méme protéine)
n’induisent pas la dégradation de la protéine. Comme l'ubiquitine posséde plusieurs résidus
lysines (K6, K11, K27, K29, K33, K48 et K63), les chaines de poly-ubiquitines peuvent étre
assemblées par un de ces résidus. Ainsi, les poly-ubiquitinations (chaine de plus de 4
résidus ubiquitines) assemblées a travers des liaisons K48 sur la protéine sont de puissants
signaux de recrutement par le protéasome. Au contraire, les poly-ubiquitinations assemblées
a travers des liaisons K63 sont impliqguées dans une variété de processus comme

'endocytose ou la réparation de I’ADN par exemple (Aguilar and Wendland 2003).

Des cellules exprimant la survivine de fagon exogeéne sous le contréle d’'un promoteur
constitutivement actif (donc aucune influence transcriptionnelle), et traitées avec des
inhibiteurs de protéasome, montrent une accumulation de la survivine. La survivine posséde
une ¥z vie courte (30 minutes) et le protéasome intervient dans sa dégradation protéique en

phase G1 du cycle cellulaire. La survivine semble poly-ubiquitinylée sur plusieurs de ses
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résidus lysines (elle en posséde 16) a travers des liaisons K48 (Zhao et al. 2000). Par son
domaine BIR, la survivine peut interagir avec Hsp90 qui la protége de sa dégradation par le
protéasome (Fortugno et al. 2003). Au contraire, linteraction de la survivine avec
Smac/DIABLO favorise son ubiquitination et sa dégradation par le protéasome (McNeish et
al. 2005).

La poly-ubiquitination de la survivine & travers des liaisons K63 des protéines
d’ubiquitine a également été observée et impliquée dans les processus d’alignement des
chromosomes et de leur ségrégation au cours de la mitose (Vong et al. 2005). En effet, la
poly-ubiquitination de type K63 de la survivine par Ufd1 est nécessaire pour son association
aux centromeres tandis que sa dé-ubiquitination par hFAM est requise pour sa dissociation
de ces structures. Ce type d’ubiquitination n’affecte pas le réle de la survivine dans le
processus de cytodiérése. Enfin, au contraire de son ubiquitination de type K48, la stabilité
de la survivine n’est pas modifiée par son ubiquitination de type K63 qui touche plutét sa

capacité d’interaction et de localisation pendant la mitose.

VI. Fonctions cellulaires

A. Une double fonction

La premiére analyse fonctionnelle de la survivine correspond a sa transfection dans
BaF3, une lignée pré-B dépendante de I'lL3 pour sa croissance in vitro. La survivine
prolonge significativement la croissance et la viabilité des transfectants stables BaF3 privés
en IL3, bien que moins efficace que Bcl-2 (Ambrosini et al. 1997). Depuis de nombreuses
études ont expertisé les fonctions de la survivine. Les études fonctionnelles ciblant la
survivine par des antisens ou des mutants dominants négatifs aboutissent a un double
phénotype. En plus de I'apoptose, les cellules montrent une progression mitotique aberrante
avec des centrosomes surnuméraires, un fuseau mitotigue multipolaire, un défaut de
cytodiérése et une multinucléation (Li et al. 1999). D’ailleurs, des expériences similaires
ciblant les homologues de la survivine chez les levures (Uren et al. 1999) ou C.elegans
(Fraser et al. 1999) montrent également un défaut mitotique. Enfin, le phénotype des souris

« knock-out » pour la survivine réveéle un défaut catastrophique de I'assemblage des
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microtubules au cours de la mitose (Uren et al. 2000). La fonction de la survivine dans la

division cellulaire est donc essentielle et conservée au cours de I'’évolution.

La question suivante s’est rapidement posée : le rble de la survivine est-il uniqguement
limitée a la division cellulaire ou est-il également impliqué dans l'inhibition de I'apoptose ?
Des résultats de centaines de publications utilisant différentes approches expérimentales
montrent que I'expression de la survivine protége les cellules normales et transformées de
'apoptose (Altieri 2006b). En effet, en plus des défauts mitotiques, les antagonistes
moléculaires de la survivine (antisens, ribozymes, petits ARN interférents...) induisent la
mort cellulaire in vitro, favorise 'effet des stimuli apoptotiques et I'activité anti-tumorale de
certains traitements in vivo (Wheatley and McNeish 2005). Au contraire, I'expression
transgénique de la survivine est associée a inhibition de I'apoptose in vivo (Conway et al.
2002). Enfin, ’lhomologue de la survivine chez la drosophile, la détérine, fonctionne de fagon
interchangeable avec la survivine dans le blocage de I'apoptose au sein de cellules de
mammiféres et d’insectes (Jones et al. 2000) (Jiang et al. 2001). L’élucidation de la relation
étroite qui existe entre la structure, les localisations et les fonctions de la survivine ont permis
de réaliser de grands progrés dans la compréhension du role complexe et multiple de cette

protéine.

B. Cycle cellulaire

1. Membre du complexe CPC

Par immunofluorescence et des expériences d’expression exogéne de la survivine
fusionnée a une molécule fluorescente, la localisation particuliére de la survivine au cours de
la mitose l'identifie comme une protéine CPP (« chromosomal passenger protein ») (Uren et
al. 2000) (Fortugno et al. 2002) (Temme et al. 2003). En effet, la survivine est localisée au
niveau des chromosomes en prophase, des centroméres en métaphase, des cortex et
fuseau équatoriaux en anaphase et du sillon de clivage en télophase. De plus, chez le
xénope (Bolton et al. 2002) puis dans les cellules de mammiferes (Chen et al. 2003), des
expériences révélent que la survivine est physiquement associée a INCENP et Aurora-B. En
fait, INCENP (« inner centromere protein »), survivine et boréaline sont les trois protéines
régulatrices de I'activité et de la localisation du composant enzymatique du complexe CPC :
la protéine kinase Aurora-B. Le CPC intervient a la fois sur le cytosquelette et sur les

chromosomes durant la mitose en régulant la structure des chromosomes et du fuseau
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mitotique et en assurant la ségrégation correcte des chromatides sceurs et 'achévement de
la cytodiérese (Sampath et al. 2004). Lors du point de contrdle de 'assemblage du fuseau
mitotique en métaphase, le CPC contrdle la tension de I'attachement des chromosomes au

fuseau mitotique (Ruchaud et al. 2007a).

La dynamique de ce complexe multi-protéique est absolument primordiale dans le
déroulement correct de la mitose. Le domaine BIR de la survivine et son extrémité C-
terminale sont plus précisément impliqués dans la localisation du CPC au niveau des
kinétochores a travers ses cycles d’ubiquitination et de dé-ubiquitination par hFAM (Vong et
al. 2005) et sa phosphorylation (T117) par Aurora-B (Wheatley et al. 2007) (Delacour-Larose
et al. 2007) (Figures 22 et 23). L'extrémité C-terminale de la survivine est indispensable a la
localisation du CPC au niveau des microtubules pendant la mitose (Lens et al. 2006).
Cependant, INCENP et boréaline interviennent eux aussi dans la localisation du CPC
puisque I'extinction par ARN interférence d’'un des membres du CPC (Honda et al. 2003) ou
l'utilisation de mutants de chacun des membres (Jeyaprakash et al. 2007) entraine la
délocalisation des autres membres et I'arrét en mitose. La récente résolution cristalline du
corps régulateur du complexe CPC révéle que INCENP et boréaline s’associent a I'extrémité
C-terminale en hélice o de la survivine pour former un hétérotrimere étroitement lié
(Jeyaprakash et al. 2007). Ces interactions masquent le domaine de dimérisation du BIR de
la survivine (Jeyaprakash et al. 2007). Ceci expliquerait que, dans une cellule en interphase,
la survivine ne puisse former un homodimere que dans le cytoplasme, INCENP et boréaline

étant confinés dans le noyau (Ruchaud et al. 2007b).

2. Protéine associée aux microtubules

La localisation de la survivine au cours de la mitose a longtemps fait I'objet d’'une
controverse, étant décrite a l'origine comme une protéine de type MAP (« microtubule-
associating protein ») localisée au niveau du fuseau tout au long de la mitose (Li et al. 1999)
(O'Connor et al. 2000a). En fait, il existerait deux fractions de survivine aux localisations
subcellulaires distinctes dans une cellule en mitose : une fraction associée aux microtubules
et une fraction associée au CPC (Fortugno et al. 2002), deux fractions qui sont probablement
le reflet de modifications post-traductionnelles distinctes, comme la phosphorylation en T34
gui ne touche que la fraction microtubulaire (Fortugno et al. 2002). Grace a son extrémité C-
terminale en hélice «, une partie de la survivine est directement associée aux microtubules
polymérisés ou elle contribuerait aussi a la formation du fuseau, mais selon un mécanisme
différent de celui du complexe CPC (Li et al. 1998) (Giodini et al. 2002) (Fortugno et al.
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2002) (Figure 23). En fait, la survivine participerait a un mécanisme plus global dans la
régulation des microtubules a la fois dans les cellules en mitose et en interphase. La
survivine semble favoriser la stabilité des microtubules en bloquant leur dynamique, la
réduction de leur nucléation a partir des centrosomes et leur enrichissement en tubuline
acétylée. Ce mécanisme est indépendant de la kinase Aurora-B et augmente la résistance
des microtubules a leur dépolymérisation par le nocodazole (Rosa et al. 2006). Grace a son
association avec Cdk1, la survivine lieée aux microtubules est phosphorylée en T34 pendant
la mitose (O'Connor et al. 2000a), ce qui lui permet de contrecarrer efficacement I'apoptose

au cours de cette étape du cycle cellulaire.

3. Promotion de la transition G1/S

En plus de son r6le mitotique bien défini, la survivine posséderait un rdle lors de
'entrée dans le cycle cellulaire et dans la transition G1/S des cellules normales telles que les
précurseurs hématopoiétiques soumis aux cytokines ou les lymphocytes T lors de leur
activation antigénique (Song et al. 2005). Par exemple, dans les cellules CD34" adultes,
'expression de la survivine est induite trés précocement (G0) sous l'effet de facteurs de
croissance et requise pour la progression en G1. L’expression de la survivine est donc un
événement qui précede l'entrée dans le cycle (Fukuda et al. 2002). Dans les cellules
tumorales, I'expression aberrante de la survivine forcerait la transition G1/S malgré I'absence
de facteurs de croissance. C’est le cas de la croissance des cellules pré-B murines qui est
affranchie de I'lL3 grace a la surexpression de la survivine (Ambrosini et al. 1997). Une
équipe a montré que la survivine induisait I'entrée dans le cycle via la translocation nucléaire
du complexe survivine-Cdk4 par compétition avec p16™“*? permettant ainsi I'activation du

complexe CyclineE-Cdk2 et la phosphorylation de Rb (Suzuki et al. 2000) (Figure 23).

C. Apoptose

1. Une protéine de la famille des IAP

Le mécanisme moléculaire d’inhibition de l'apoptose par la survivine est sujet a
débat, différents travaux se contredisant quant a I'inhibition directe des caspases-9, -7 et -3
(Altieri 2006b). Cependant, la résolution de sa structure cristalline ainsi que des approches

acellulaires semblent définitivement éliminer la capacité de l'unique domaine BIR de la
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survivine a se lier de fagon stable aux caspases et a en inhiber leur activation et/ou activité
(Verdecia et al. 2000). En fait, le domaine BIR de la survivine n’est pas précédé des
qguelgues acides aminés absolument nécessaires a la liaison directe de XIAP avec les
caspases. Les récents progres sur les mécanismes moléculaires des IAP soulignent le fait
que la survivine n’est pas un cas isolé au sein de cette famille, XIAP étant probablement le
seul véritable inhibiteur direct des caspases (Eckelman et al. 2006). Néanmoins, la survivine

inhiberait les caspases de facon indirecte avec I'aide d’autres partenaires.

De plus, la survivine bloquerait la mort cellulaire indépendante des caspases
notamment en inhibant la libération du facteur mitochondrial pro-apoptotique AlF
(« Apoptosis Inducing Factor ») (Liu et al. 2004). Enfin, la survivine participerait aussi a la
survie en régulant les processus de réparation de 'ADN et le métabolisme cellulaire en
réponse a un stress (Chakravarti et al. 2004). La survivine receélerait donc de multiples
stratagémes pour protéger la cellule de l'apoptose dont la compilation en un modéle
fédérateur parait parfois difficile. Il est maintenant clair que ses modifications post-
traductionnelles, sa localisation subcellulaire, ainsi que ses interactions moléculaires avec
d’autres acteurs de I'apoptose interviennent dans la régulation de la survie cellulaire par la

survivine.

2. Blocage de I'apoptose dans les cellules en interphase

Compartimentation de la survivine

Alors que la survivine n’est pas détectable dans les cellules saines quiescentes, elle
est anormalement exprimée dans le cytoplasme et I'espace intermembranaire des
mitochondries dans les cellules tumorales, et ceci indépendamment du cycle cellulaire
(Figure 23). Une fois traduite, la survivine étant une petite molécule de 16,5 kDa, elle semble
pouvoir diffuser de fagcon passive du cytosol vers le noyau de la cellule, puis elle est exportée
hors du noyau de fagon active grace notamment au transporteur Crml1 (Rodriguez et al.
2002). Récemment, une étude a révélé la présence d’'un NES dans la protéine survivine a
'origine de son exportation hors du noyau (Colnaghi et al. 2006). L’invalidation de cette
séquence NES par mutation dirigée induit 'accumulation de la survivine dans le noyau des
cellules qui deviennent alors sensibles a TRAIL et aux radiations X. Par contre, la perte de
son NES ne semble pas affecter sa localisation mitotique et son réle dans le cycle cellulaire

(Colnaghi et al. 2006). Cependant, une autre étude a montré que le NES pourrait participer &
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la localisation d’'une partie de la survivine au niveau des centromeres au cours de la mitose
(Knauer et al. 2006). Néanmoins, une conclusion fait l'unanimité: la localisation
cytoplasmique de la survivine est indispensable & son activité anti-apoptotique dans les
cellules tumorales en interphase (Colnaghi et al. 2006) (Knauer et al. 2007b) (Connell et al.
2008). Quelques données peuvent I'expliquer. Tout d’abord, dans le noyau, la survivine est
beaucoup moins stable que dans le cytoplasme (Connell et al. 2008). De plus, seule la
survivine cytoplasmique pourrait constituer un homodimeére, alors que la survivine nucléaire
formerait un hétérotrimére avec les protéines INCENP et boréaline (Ruchaud et al. 2007b).
L’homodimérisation de la survivine et son domaine BIR sont requis pour son interaction avec
ces partenaires moléculaires cytosoliques comme Smac/DIABLO et XIAP. Cette
compartimentation n’est possible que dans une cellule interphasique grace a la membrane

nucléaire puisque celle-ci disparait en début de mitose.

Quant a la localisation mitochondriale de la survivine, elle formerait une réserve
protégée et rapidement disponible pour bloquer l'apoptose (Dohi et al. 2004a). La
mitochondrie constitue également un passage important pour la modification post-
traductionnelle de la survivine, renforgant sa capacité a bloquer I'apoptose (Dohi et al. 2007).
Bien que la survivine ne posséde pas de séquence d’'import mitochondrial, son association
avec Hsp90 et/ou AIP («aryl hydrocarbon receptor-interacting protein ») pourrait lui
permettre d’entrer dans la mitochondrie (Fortugno et al. 2003) (Kang and Altieri 2006).
Jusqu’a ce jour, la survivine mitochondriale n'a été observée que dans des cellules

tumorales.

Coopération moléculaire

L’étude de « l'interactome » de la survivine ouvre un champ riche d’investigations. Le
domaine BIR de la survivine n’est pas capable d’interagir directement avec les caspases, ce
qui explique pourquoi la survivine ne montre pas d’effet anti-apoptotique dans certains
modeéles acellulaires (Banks et al. 2000) (Verdecia et al. 2000). Par contre la survivine peut
bloquer indirectement les caspases en favorisant I'activité anti-apoptotique de XIAP par deux

mécanismes (Figure 23).

Premiérement, sous l'effet d’'un signal apoptotique, la fraction mitochondriale de la
survivine est libérée dans le cytosol (Dohi et al. 2004a) et peut former un complexe avec
XIAP afin de le protéger de sa dégradation protéasomale (Dohi et al. 2004b). Ce mécanisme

peut étre reconstitué in vitro avec des protéines recombinantes, I'activité des Caspases-9 et -
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3 sont inhibées plus efficacement en présence de la survivine. L'assemblage de ce
complexe est régulé par la compartimentation subcellulaire de la survivine. En effet, au
contraire de la survivine mitochondriale, la survivine cytoplasmique est phosphorylée en S20
par la PKA et ne peut former un complexe avec XIAP (Dohi et al. 2007). Par ailleurs, il
semble que la kinase Chk2, activée lors d’'un dommage a I’'ADN, puisse stimuler la libération
de la survivine a partir de la mitochondrie, produisant ainsi un message de survie
probablement nécessaire au temps de la réparation de 'ADN (Ghosh et al. 2006). Enfin, la
formation d’un trimére entre le complexe survivine-XIAP et XAF-1, un inhibiteur de XIAP,
entrainerait la dégradation de la survivine (Arora et al. 2007). Cette étude souligne le rdle de

XAF-1 en tant que suppresseur de tumeur.

Deuxiemement, la survivine peut neutraliser Smac/DIABLO, un autre inhibiteur de
XIAP libéré par la mitochondrie au cours de I'apoptose. La survivine peut former un
complexe avec Smac/DIABLO dans le cytoplasme afin de libérer XIAP (Song et al. 2003)
(Song et al. 2004) ou alors directement le séquestrer dans la mitochondrie (Ceballos-
Cancino et al. 2007).

Ces mécanismes anti-apoptotiques ont lieu dans les cellules indépendamment du

cycle cellulaire. D’autres semblent plus spécialisés dans le blocage de la catastrophe

mitotique qui correspond a I'apoptose au cours de la mitose.

3. Blocage de la catastrophe mitotigue

Phosphorylation par Cdk]1

Au cours des phases G2/M, la survivine forme un complexe avec Cdkl au niveau des
microtubules (Figure 23). La survivine subit la phosphorylation de son domaine BIR en T34
par Cdkl et peut alors séquestrer la Caspase-9 sur le cytosquelette et bloquer I'apoptose
pendant la mitose (Li et al. 1998) (O'Connor et al. 2000a). L’interaction de la survivine avec
la Caspase-9 est probablement indirecte, mais ceci n’est pas encore élucidé. Néanmoins, il a
été montré que seule la survivine phosphorylée en T34 s’associait a la protéine HBXIP du
virus de I'hépatite B et que ce complexe pouvait lier la Caspase-9 et inhiber la voie
mitochondriale de I'apoptose (Marusawa et al. 2003). La phosphorylation en T34 stabilise
I'expression de la survivine (O'Connor et al. 2000a) et semble aussi favoriser la capacité de

son domaine BIR & interagir avec ses partenaires moléculaires (Verdecia et al. 2000). Par
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conséquent, Cdk1 soutiendrait I'activité anti-apoptotique de la survivine au cours de la
mitose. C’est pourquoi, I'introduction d’'un mutant non phosphorylable de la survivine en T34
(survivine T34A) induit 'apoptose des cellules en mitose in vitro (O'Connor et al. 2000a) et
l'inhibition de la croissance tumorale in vivo (Grossman et al. 2001). L’environnement anti-
apoptotique créé par Cdk1 n’est pas limité a ses effets sur la survivine. La phosphorylation
de la Caspase-9 par Cdkl permet le blocage de la mort cellulaire induite par des agents anti-
mitotiques (Allan and Clarke 2007). Inversement, linhibition pharmacologique de Cdk1
entraine I'apoptose des cellules tumorales soit par une combinaison séquentielle avec des
taxanes (O'Connor et al. 2002), soit sélectivement des tumeurs dépendantes de I'oncogene
c-Myc (Goga et al. 2007).

Coopération avec Aurora-B

De plus, dans les cellules tumorales, il existerait une relation d’interdépendance entre
la survivine et la kinase Aurora-B dans le blocage de la catastrophe mitotique. Lors de
l'activation du point de contrble de I'assemblage du fuseau mitotique en métaphase, le
complexe survivine-Aurora-B pourrait étre impliqué dans la phosphorylation stabilisatrice de
Bcl-2 et l'inactivation de Bax contrebalangant ainsi le message de mort induit par la protéine
Mad2 (Vogel et al. 2007). De plus, dans des fibroblastes humains, la surexpression de
Aurora-B entraine un état de sénescence par I'activation de p53. Par contre, si Aurora-B et la
survivine sont co-exprimées, la croissance de ces mémes fibroblastes est augmentée. La
sensibilité a I'apoptose induite par I'expression anormale de Aurora-B est inhibée par la

survivine via la diminution de I'expression de p53 (Jung et al. 2005).
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A gauche : localisations subcellulaires et interactions moléculaires de la survivine (SURV). A droite :
activités de la survivine (en rouge), domaines moléculaires et modifications post-traductionnelles
nécessaires (en bleu). En mitose : la survivine fait partie du complexe CPC (chromosomal passenger
complex) ou constitue une MAP (microtubule-associated protein). En interphase : la survivine est
localisée dans le cytoplasme et la mitochondrie ou elle inhibe I'apoptose, la survivine pourrait aussi
participer a la transition G1/S via la translocation nucléaire de Cdk4. La survivine est exportée hors du

noyau par un mécanisme actif et est libérée a partir de la mitochondrie lors d’'un stimulus apoptotique.
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VIl. Implications physiologiques et pathologigues

A. Développement de I’embryon

La survivine est exprimée au cours du développement embryonnaire et foetal chez
’humain (Ambrosini et al. 1997) (Adida et al. 1998). Elle semble exprimée trés t6t dans les
oocytes et les embryons murins avant leur implantation au stade blastocyste, et
principalement localisée dans le cytoplasme de leurs cellules (Kawamura et al. 2003). Son
expression est prédominante et presque ubiquitaire au jour E11.5, alors qu’elle est restreinte
a I'épithélium bronchiolaire des poumons et aux cellules de la créte neurale entre les jours
E12.5 et E21 (Adida et al. 1998). L’expression de la survivine ne chevauche pas celle de Bcl-
2 indiquant un role unique de la survivine dans la formation des organes au cours du
développement (Adida et al. 1998).

Alors que les embryons de souris hétérozygotes survivine” se développent
normalement, les embryons homozygotes survivine” montrent un défaut de formation de
leurs microtubules, deviennent polyploides et ne survivent pas au-dela du jour E4.5 (Uren et
al. 2000). Ceci évoque fortement un défaut de mitose a la fois dans la formation du fuseau
mitotique et dans la cytodiérése. D’ailleurs ce phénotype est trés proche de celui des
embryons de souris « knock-out » pour INCENP (Cutts et al. 1999). Cependant, une
seconde étude révele que I'extinction de I'expression de la survivine entraine une activation
de la Caspase-3 chez plus de 30% des embryons a I'étape « deux cellules » et 85% de ces
mémes embryons exposés a une dose minimale de staurosporine n’ayant aucun effet sur la
viabilité des embryons non modifiés (Kawamura et al. 2003). Des inhibiteurs des Caspase-3
et -9 restaurent la viabilité des embryons dépourvus de survivine. La survivine aurait donc

aussi un role dans la protection des embryons contre I'apoptose avant leur implantation.

L’extinction de I'expression de la survivine spécifiquement dans les progéniteurs
neuronaux au moyen d'un systéme Cre-loxP chez des souris, induit la formation d’'un
cerveau anormalement petit caractérisé par une destruction massive des progéniteurs
neuronaux (Jiang et al. 2005). L’étude des tissus nerveux au cours du développement
montre un réle prépondérant de la survivine dans la survie des cellules nerveuses plus que

dans leur prolifération.
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Quant aux souris hétérozygotes survivine””, malgré leur développement
embryonnaire normal, une fois adulte, leur foie révele un état basal pro-apoptotique et
montre une sensibilité plus importante a l'effet d’'un anticorps antagoniste de Fas par

I'activation de la voie apoptotique mitochondriale (Conway et al. 2002).

B. Cellules normales chez I’adulte

Chez I'adulte, I'expression de la survivine semble restreinte aux cellules conservant la
capacité de proliférer, par exemple les cellules hématopoiétiques, les lymphocytes T activés

et les cellules endothéliales.

L’expression de la survivine est observée dans les cellules souches
hématopoiétiques CD34" du sang de cordon et de la moelle osseuse adulte. L’induction de
son expression est induite par I'activation des voies PI3K/Akt et MAPK/Erk1/2 sous l'effet de
facteurs de croissance (Fukuda et al. 2002), et nécessaire a leur entrée dans le cycle
(Fukuda and Pelus 2001). De plus, son expression exogéene protégerait les progéniteurs
hématopoiétiques de I'apoptose (Fukuda et al. 2004). Puis au cours de la maturation
cellulaire, la survivine est différentiellement exprimée. Les cellules érythrocytaires expriment
la survivine tout au long de leur maturation tandis qu’elle est indétectable dans les
mégacaryocytes (Gurbuxani et al. 2005). Cependant, les souris transgéniques exprimant
spécifiquement la survivine dans ces deux types cellulaires ne montrent pas d’anomalie du

lignage érythroide/mégacaryocytaire (McCrann et al. 2008).

La survivine est plus fortement exprimée suite a l'activation des lymphocytes T
mémoire qu’aprés celle des lymphocytes T naifs (Kornacker et al. 2001). La survivine est
induite dans les cellules T périphériques par la co-signalisation de OX40 via la voie PI3K/AKkt,
et est nécessaire pour leur prolifération (Song et al. 2005). La délétion conditionnelle de la
survivine dans les cellules T révele son rdle dans leur maturation et leur prolifération sans

affecter de fagcon majeure leur survie (Xing et al. 2004) (Okada et al. 2004).

Plusieurs cytokines angiogéniques comme I'angiopoiétine-l et le VEGF régulent la
survie des cellules endothéliales normales en modulant I'expression de la survivine via la
voie PI3K/Akt (Papapetropoulos et al. 2000) (Tran et al. 2002), tandis que I'lL11 induit son
expression a travers la voie JAK2/STAT3 (Mahboubi et al. 2001). L’angiogenése étant un
facteur important dans la tumorigenése, lidentification des voies de survie des cellules

endothéliales est essentielle. L'induction de I'expression de la survivine par le VEGF est
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impliqguée dans la chimiorésistance des cellules endothéliales in vitro (Tran et al. 2002). De
plus, une étude a révelé son rdle majeur dans la survie des cellules endothéliales par
l'inhibition de I'activation de la Caspase-3 in vitro et souligné son expression massive au sein

des néo-vaisseaux in vivo. (O'Connor et al. 2000b).

C. Pathologies

La dérégulation de I'expression de la survivine semble participer a de nhombreuses
situations physiopathologiques comme la sclérose multiple, la récupération du cerveau apres
un traumatisme, la régénération du foie, le renouvellement de I'épithélium intestinal ou
encore l'infertilité (Li and Brattain 2006).

Cependant, son implication majoritaire reste dans le cancer (Fukuda and Pelus
2006). Tout d’abord, la survivine est exprimée indépendamment du cycle cellulaire dans les
cellules cancéreuses qui possédent alors un niveau aberrant de survivine quelle que soit la
phase de leur cycle cellulaire (Xia and Altieri 2006). Les fonctions de la survivine ne sont
plus restreintes a des étapes précises comme c’est le cas dans la vie d’une cellule saine.
Ensuite, la survivine fait partie d’un réseau trés complexe de régulateurs en connexion avec
de multiples circuits de signalisation, des circuits qui sont souvent dérégulés dans le cancer.
Le concept d’addiction des tumeurs a un oncogéne (Jonkers and Berns 2004) semble
adéquat a la survivine. Son inhibition constituerait alors un véritable « talon d’Achille » pour
les cellules cancéreuses (Altieri 2008). Enfin, la survivine est maintenant considérée en tant
gu’antigéne de tumeur au caractére universel (Andersen et al. 2007). Ainsi, la survivine

pourrait représenter un outil majeur en clinigue humaine.

VI. Outils en cancéroloqie

A. Pronostic

Plusieurs modéles animaux transgéniques comme celui du cancer de la vessie (Salz
et al. 2005) et celui du mélanome (Thomas et al. 2007) soulignent I'importance de la

survivine dans la prédisposition a I'apparition de cancers. En clinique humaine, I'expression
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aberrante de la survivine dans les tumeurs a fait 'objet de nombreuses études qui ont
montré sa corrélation avec la progression de la maladie et un pronostic défavorable (Fukuda
and Pelus 2006). Néanmoins, la localisation cytoplasmique ou nucléaire associée a ce
pronostic difféere (Stauber et al. 2007), des protocoles standardisés devront étre réalisées
pour conclure sur ce sujet (Li et al. 2005a). Aucune donnée n’est encore disponible sur la

valeur prédictive de la survivine mitochondriale.

Le réle de la survivine en tant que marqueur prédictif de I'efficacité des thérapies anti-
tumorales a également été étudié (Pennati et al. 2007). Des études in vitro montrent que la
survivine est fortement exprimée dans des lignées cellulaires radio ou chimio-résistantes.
Chez les patients, I'expression aberrante de la survivine est ainsi corrélée a une
chimiorésistance : résistance au taxol pour les carcinomes ovariens, au cisplatine pour les
cancers de I'estomac et de la vessie, et aux traitements hormonaux pour les cancers du
seinet de la prostate. De plus, I'expression de la survivine est induite par certains
traitements anti-cancéreux comme c’est le cas du cisplatine. La survivine jouerait donc un

rble dans la résistance aux traitements a la fois de novo et acquise.
En plus de son intérét pronostique, la survivine semble également utilisable en

clinigue en tant que biomarqueur urinaire dans le cancer de la vessie (Kenney et al. 2007) et

indicateur de rechute dans le cancer du sein (Yie et al. 2006).

B. Cible thérapeutique

L’expression préférentielle de la survivine dans les tissus tumoraux en fait une cible
thérapeutique potentielle particulierement pertinente. De plus, la survivine étant également
exprimée par les cellules endothéliales lors de l'angiogénése (Mesri et al. 2001), son

inhibition permettrait de cibler aussi bien la tumeur que les néo-vaisseaux associés.

Plusieurs antagonistes de la survivine ciblant sa transcription (YM155), sa traduction
(ASO c’est-a-dire oligonucléotide antisens), ses fonctions (T34A) ou méme ses interactions
(avec Hsp90 comme la shepherdine) sont actuellement en cours de développement clinique
(Altieri 2006a). L’association d’inhibiteurs de la survivine a des traitements anti-cancéreux
conventionnels et leur administration éventuellement séquentielle pourraient améliorer les
protocoles thérapeutiques anti-anticancéreux existants. La survivine est également la cible
de thérapies géniques et cellulaires innovantes (Pennati et al. 2007). Les premiers résultats

sont encourageants puisque les essais pré-cliniques et cliniqgues la ciblant montrent une

95



efficacité significative sans effet secondaire majeur. Néanmoins, le r6le physiologique de la
survivine dans I'hématopoiése et le systéme immunitaire suggére qu’une utilisation
prolongée des inhibiteurs de la survivine pourrait s’avérer délétére. Un suivi sera donc
nécessaire pour conclure définitivement sur l'innocuité de linhibition de la survivine en

cancérologie.
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IMPLICATION DE LA SURVIVINE DANS LA PHYSIOPATHOLOGIE DU MM

Le MM est défini par I'expansion monoclonale de plasmocytes malins dans la moelle
osseuse et par leur possible dissémination vers des sites extramédullaires dans les formes
les plus agressives. Les plasmocytes myélomateux se caractérisent par une forte instabilité
chromosomique et une prolifération résiduelle aberrante qui suggérent une dérégulation du
cycle cellulaire. De plus, 'accumulation des plasmocytes malins dans la moelle osseuse et la
fréquente chimiorésistance observée évoquent aussi un défaut d’apoptose. Enfin, malgré les
progrés thérapeutiques récents dans cette hémopathie maligne, la rechute semble
inexorable. Une meilleure compréhension des mécanismes d’oncogenese et de
chimiorésistance est donc indispensable pour /Tlidentification de nouvelles cibles

thérapeutiques.

C’est pourquoi, nous avons choisi d’expertiser I'implication de la survivine dans la
physiopathologie du MM. En effet, la survivine est une protéine de la famille des IAP qui
posséde des particularités uniques au sein de cette famille impliquée dans le blocage de
'apoptose. Tout d’abord, la survivine est exprimée dans la plupart des tumeurs au contraire
des tissus différenciés chez I'adulte. Ensuite, elle se place au carrefour des processus de
prolifération et de survie dont les mécanismes sont dérégulés dans les cancers. Enfin, elle
est la cible de nombreuses voies de signalisations anormalement activées dans les tumeurs.
Lorsque jai commencé mon travail de thése, aucune étude n’avait analysé I'expression ou le
réle de la survivine dans le MM. Seules quelques études avaient montré 'augmentation de
son expression lors de I'activation des voies de signalisation PI3K/Akt et NF-kB (Mitsiades et
al. 2002a; Mitsiades et al. 2002b). Dans un premier temps, nous avions comme obijectif
d’évaluer I'expression de la survivine dans les cellules de MM. Si cette étude descriptive
démontrait son expression aberrante, nous voulions développer des outils fonctionnels afin
de déterminer son implication ainsi que ses mécanismes moléculaires dans les processus de

survie, prolifération, tumorigenése et chimiorésistance des cellules de MM.
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ARTICLE 1:

L’impact significatif de la survivine dans la croissance myélomateuse

Expression de la protéine survivine dans le MM

Les plasmocytes malins expriment fortement la survivine

Nous avons tout d’abord évalué I'expression de la survivine par western blot dans
une collection de lignées plasmocytaires humaines de MM. Nous avons également comparé
les niveaux d’expression de la survivine entre deux couples autologues de lignées B non
tumorales (transformées in vitro par le virus EBV) et de lignées plasmocytaires

myélomateuses issues d’'un méme patient et disponibles au laboratoire.

Nos résultats montrent que toutes les lignées de MM testées expriment la protéine
survivine a des niveaux au moins dix fois supérieurs a ceux trouvés dans les lignées
lymphocytaires B. De plus, les niveaux d’expression de la survivine dans les lignées de MM
sont comparables a ceux observés dans des lignées cellulaires humaines de cancers
connus pour leur expression anormale de la survivine : carcinome du col de utérus (HeLa),
leucémie T aigue (Jurkat) et lymphome de Burkitt (Raji). Les lignées de MM présentent tout
de méme des niveaux variables de I'expression de la survivine, il existe un facteur 2 entre

les lignées XG6 et XGL1.

L’expression de la survivine correle avec la progression de la maladie

Pour la premiére fois, nous avons expertisé le niveau d’expression de la survivine
dans des plasmocytes primaires obtenus a partir de prélévements de patients atteints de
MM. L’étude est réalisée par western blot car aucun anticorps fiable pour I'étude de la
survivine en cytométrie de flux n’est commercialisé. L'utilisation de la technique de western
blot nous oblige a purifier les plasmocytes au préalable, réduisant ainsi notre expertise aux
prélevements riches en plasmocytes. La purification est réalisée au moyen de billes
magnétiques couplées a un anticorps anti-CD138 (syndécan-1) spécifique des plasmocytes
dans la moelle osseuse. Les prélevements médullaires de 9 patients au dignostic et 11

patients en rechute, ainsi que deux prélevements extramédullaires sont utilisés. Les
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préléevements de moelle osseuse de patients sains étant extrémement rares et contenant
trés peu de plasmocytes (<0,5%), les lymphocytes B périphériques du sang de donneurs
sains et des plasmocytes polyclonaux obtenus a partir d'un cas de plasmocytose
réactionnelle (PR) et par génération in vitro ont été évalués et comparés aux plasmocytes

myélomateux.

Nous avons observé des niveaux variables de I'expression de la survivine dans les
plasmocytes primaires de patients atteints de MM. De fagon importante, I'expression de la
survivine corréle avec la progression de la maladie. En effet, les plasmocytes de la plupart
des patients en rechute expriment plus fortement la survivine que ceux des patients au
diagnostic. D’ailleurs, les prélévements au moment du diagnostic puis de la rechute chez un
méme patient l'illustrent bien. Aussi, les plasmocytes extramédullaires de patients révélent
des niveaux de survivine similaires a ceux trouvés précédemment pour les lignées cellulaires
de MM qui sont presque exclusivement obtenus a partir de préléevements extramédullaires

de patients atteints de MM.

L’expression de la survivine est liée a la malignité du MM

L’expression de la survivine est dépendante du cycle cellulaire (Li and Altieri 1999).
Pourtant, les lignées de MM et les lignées B non tumorales possedent un taux de
prolifération similaire malgré la différence importante dans leur expression de la survivine.
De méme, les plasmocytes polyclonaux de plasmocytose réactionnelle sont trés proliférants
et expriment la survivine a un niveau plus faible que la plupart des plasmocytes malins de
patients de MM en rechute ou en phase extramédullaire. Par conséquent, I'expression de la
survivine n’est pas uniquement le reflet d’'un niveau de prolifération, mais également liée a la

malignité intrinséque du MM.

Diminution de I’expression de la survivine dans les lignées de MM

L’ARN interférence par méthode lentivirale

La survivine étant fortement exprimée dans le MM et son expression montrant une
corrélation avec la progression de la maladie, nous avons décidé d’éteindre son expression
afin de déterminer la fonction qu’elle occupe dans la cellule myélomateuse et d’évaluer son

utilité en tant que cible thérapeutique potentielle dans le traitement du MM. Il est difficile de

100



transfecter les lignées de MM par les méthodes classiques (€lectroporation, lipides
cationiques). Nous avons donc eu recours a l'utilisation de particules lentivirales. L’avantage
des lentivirus réside dans leur capacité a s’intégrer efficacement au génome de la cellule
cible infectée et de ce fait conférer une expression stable du transgéne. Afin d’inhiber
I'expression de la survivine, nous avons développé des lentivirus permettant une production
stable de petits ARN d’interférence (siRNA). Les ARN « tige-boucle » (ShRNA pour « short
hairpin RNA ») synthétisé a partir d’'un promoteur reconnu par 'ARN polymérase lll, sont
reconnus et clivés par une ribonucléase de type Ill appelée Dicer, générant ainsi des siRNA
« double-brin ». Ces siRNA sont dessinés de telle sorte qu’ils portent un brin complémentaire
a une séquence de 19 nucléotides de 'ARN messager codant pour la protéine dont on
souhaite diminuer I'expression. Le brin du siRNA et TARNm s’apparient et sont pris en
charge par le complexe multi-protéique RISC qui dirige le clivage de TARN messager ciblé.
Les cassettes d’expression comprenant le promoteur et la séquence d’intérét sont clonés
dans des vecteurs lentiviraux qui permettent leur intégration stable dans le génome des
cellules hétes. Ces cellules synthétiseront alors en permanence des shRNA qui, modifiés en
siRNA, entraineront la dégradation de 'ARN messager ciblé. Les cassettes d’expression
porte également un gene marqueur, celui de la GFP dans notre cas, qui permet de suivre
I'efficacité de l'infection lentivirale. Au laboratoire, nous avons donc réalisé les constructions
nécessaires a I'expression de shRNA survivine et les productions lentivirales pour I'infection

de plusieurs lignées de MM.

Notre objectif a été de diminuer partiellement I'expression de la survivine. En effet,
son extinction compléte ne permet pas d’établir une lignée cellulaire stable du fait des

anomalies |étales de la division cellulaire.

Résultats

Nous avons testé l'effet des shRNA survivine sur deux lignées de MM (XG1 et XG6)
en comparaison avec des siRNA contrble ciblant le géne bactérien LacZ absent des cellules
humaines. Les lignées XG1 et XG6 expriment des niveaux différents de survivine, XG1
'exprimant plus fortement que XG6. Sept jours aprés linfection lentivirale, les deux lignées
de MM révelent une efficacité presque totale de linfection, les cellules transduites par les
shRNA survivine montrent une diminution de moitié de leur expression de survivine stable
durant les trois semaines de I'expérience. Aucune compensation par 'augmentation de
'expression d’'un autre membre de la famille des IAP (clAP1, clAP2 et XIAP) n’est observée

par western blot.
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La diminution de I'expression de la survivine dans ces différentes lignées entraine
une réduction progressive de leur croissance cellulaire associée a une induction d’apoptose
spontanée (marquage Apo2.7 en cytométrie de flux et clivage des protéines Caspase-3 et
PARP-1 par western blot) et un blocage du cycle cellulaire (marquage a liodure de
propidium en cytométrie de flux). Cependant, le profil du cycle cellulaire est différent entre
les deux lignées. La diminution de I'expression de la survivine dans la lignée XG1 induit un
blocage des cellules en mitose et une polyploidie tandis que pour la lignée XG6, seul un
blocage des cellules en phase GO/G1 est observé. Les cellules XG1 sont plus précisément
bloguées en prométaphase de la mitose (coloration MGG). La polyploidie observée pour la
lignée XG1 est associée a des noyaux de taille anormale révélant des cas d’endomitose

(marquage Hoechst 33342 en microscopie).

Enfin, nous avons testé les répercussions éventuelles des shRNA survivine sur les
effets cytotoxiques de différents agents utilisés dans le traitement du MM (test MTT). Nous
avons alors observé que la diminution de I'expression de la survivine permettait d’augmenter
de facon significative la sensibilité des deux lignées de MM a plusieurs drogues comme la
doxorubicine, la dexaméthasone et le melphalan. En effet, 48 heures apres l'incubation avec
ces drogues, les lignées XG1 et XG6 montrent une viabilité diminuée d’un facteur 2 ou 3

avec les shRNA survivine.
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Significant impact of survivin on myeloma cell growth
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Survivin is a fascinating member of the inhibitor of apoptosis
protein (IAP) family with its dual roles in mitosis and apoptosis,
and emerges as an attractive target for cancer therapy. Multiple
myeloma (MM) is a plasma cell malignancy, characterized by
deregulated proliferation, cell-death processes and fatal out-
come. We thus investigated survivin expression in myeloma
cells and its role in MM biology to evaluate its potential interest
as a target in MM treatment. Our results describe the cancer-
specific overexpression of survivin in myeloma cells and show
a significant correlation between survivin expression at protein
level and clinical course of MM. Moreover, survivin knockdown
by RNA interference led to growth rate inhibition of myeloma
cells related to apoptosis induction and deep cell-cycle
disruption. Finally, survivin knockdown sensitized myeloma
cells to conventional anti-myeloma agents. Altogether, these
data argue for the interest to evaluate survivin antagonists in
MM treatment.
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doi:10.1038/sj.leu.2404602
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Introduction

Accumulating evidence suggests that lack of balance between
proliferation and cell death may lead to clonal expansion and
cancer emergence.' In this field, the protein survivin has
recently attracted great attention because of its involvement in
major cell processes that are often deregulated in cancer, i.e.
cell division and apoptosis (reviewed in”* and Li?). Survivin is a
bifunctional member of the inhibitor of apoptosis protein (IAP)
family, which has been localized to various components of the
mitotic apparatus, reflecting its important function in cell
division. It participates in chromosomal passenger complex
with Aurora-B kinase, INCENP and Borealin necessary to
anchor chromosomes on mitotic spindle and to ensure the right
chromosome segregation during mitosis. Survivin also allows
complete cytokinesis at the end of mitosis. Functional evidence
implicates a broader role for survivin in the regulation of
microtubule dynamics.4 In addition, the presence of one
Baculoviral IAP Repeats (BIR) domain that characterizes
the IAP family in survivin has suggested that survivin might be
involved in the protection against cell death by direct caspase
inhibition, as accurately described for the other IAP molecule
X-linked IAP (XIAP).> However, increasing evidence indicates
that the role of survivin in apoptosis is more complex and that it
may protect from apoptosis by both caspase-dependent and
caspase-independent mechanisms.®> Interestingly, increased
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survivin expression is described in several cancers, including
solid tumors and hematological malignancies. Moreover,
survivin expression appears to be associated with unfavorable
clinicopathological parameters such as poor prognosis with
progressive diseases and shorter patient survival rates in different
cancers (reviewed in%?). Altogether, these observations have led
to propose survivin as a potential target in cancer therapy.®

Multiple myeloma (MM) is a B-cell malignancy characterized
by the accumulation in the bone marrow of malignant plasma
cells that retain their self-renewing potential in contrast
to normal plasma cells. Indeed, although myeloma cells display
a low rate growth in vivo during stable phase of the disease,
cell cycle dysregulation underlies unrestrained proliferation
of myeloma cells in aggressive MM and during relapse from
treatment.” Overexpression of cyclins D*? and deletion or
inactivation of cyclin-dependent kinase inhibitor (CDKI) genes
(reviewed by Chen Kiang”) have been reported in myeloma cells
and might promote cell cycle re-entry and MM pathogenesis.
But there has been no functional evidence to support this
concept and the mechanisms that underlie cell-cycle dysregula-
tion in MM remain undefined. Moreover, aneuploidy (gain of
odd chromosomes or loss of chromosome 13) and chromosomal
abnormalities (especially translocations involving the 14q32
region) are pervasive in MM.'® Centrosome amplification has
been implicated as a possible cause of chromosomal instability
in MM, but the mechanisms leading to aneuploidy are at present
unclear.'" Finally, impaired apoptosis accounts for the accu-
mulation of myeloma cells in the bone marrow during the stable
stage of the disease and contributes to chemoresistance
observed in MM. However, even though the antiapoptotic
BCL-2 family member MCL-1 seems to play a major role in
myeloma cell survival,'” death regulation is not well understood
in MM.

Previous data have suggested that survivin may play a role in
MM biology. Indeed, pharmacological inhibitors of major
intracellular signalling pathways involved in MM, for example,
STAT-3, PI3-kinase/AKT or NF-KB, that decreased myeloma cell
growth also reduced survivin expression in MM cells.'>™"®
However, no functional data rely myeloma cell growth on
survivin expression; further experiments are needed to elucidate
survivin role in MM.

Finally, the treatment of patients with MM is far from
successful, as patients frequently develop drug resistance and
ultimately succumb to death. Thus, validation of new potential
targets is a major challenge to define new therapeutic treat-
ments in MM. Therefore, to gain insight into the roles of survivin
in MM, we investigated its expression and the consequences
of its knockdown into myeloma cells. Our findings indicate
that (i) survivin protein levels correlated with disease progres-
sion and (ii) survivin took part in myeloma cell growth by
regulating cell cycle, apoptosis and drug sensitivity. Therefore,
these results argue for the therapeutic interest in targeting
survivin in MM.
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Material and methods

Cell lines and culture conditions

The XG1, XG2, XG6, NAN1T, NAN2, NAN3, NAN4, MDN,
SBN, BCN human myeloma cell lines (HMCLs) have been
previously established in our laboratory, and are cultured in
the presence of 3 ng/ml of recombinant human IL6 (rhIL6)
(Novartis, Basel, Switzerland).'® U266, LP1, L363, JJN3, OPM?2,
RPMI-8226 and NCI-H929 HMCLs were commercially avail-
able. MM1S was a gift from Dr Rosen ST (Chicago, IL, USA). The
autologous Epstein-Barr virus (EBV)-infected B cell lines
(SBN-EBV or BCN-EBV) were obtained in our laboratory after
in vitro EBV infection of peripheral blood mononuclear cells
from patients with MM, for whom a myeloma cell line (SBN or
BCN) had already been established. Cell lines were maintained
in RPMI-1640 medium supplemented with 5% FCS, 2mm
glutamine and 5 x 10° M 2-B mercapto ethanol.

Primary cells

Primary myeloma cells were purified from bone marrow, blood
or from pleural effusion samples of patients with MM using
CD138 immunomagnetic beads (Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach, Germany), as described previously.'” Nine newly
diagnosed patients, 11 at the time of medullary relapse, and 2
extramedullary samples at diagnosis (pleural effusion and
plasma cell leukemia) were evaluated. All the patients at
diagnosis had symptomatic disease and fulfilled the diagnostic
criteria of the Southwest Oncology Group of United States of
America. Relapse was defined by the occurrence of any new
symptom relevant to MM. Polyclonal plasma cell precursors
were either generated in vitro in our laboratory as described
previously by Jego et al.'® or obtained from blood sample of
patient with reactive plasmacytosis. B lymphocytes were
purified using CD19 immunomagnetic beads (Miltenyi Biotec)
from peripheral blood samples of healthy donors. Informed
consent was provided according to the Helsinki Declaration of
the World Medical Association and the University Hospital of
Nantes Review Board approved these studies.

RNA interference by lentiviral transduction

For knockdown experiments, oligonucleotides were designed
and cloned into pSUPER, following the guidelines of Brummelk-
amp et al.'? to produce the short hairpin RNA shSurv and shCont,
directed against the human survivin or bacterial lacZ mRNA,
respectively. The targeted sequence of survivin mRNA was
GGACCACCGCATCTCTACA, as previously chosen by Carvalho
et al.?® and the lacZ mRNA was targeted as done by Qin et al.?!
The cloned oligonucleotides were controlled by sequencing
(Genome Express, France) before subcloning them with the
upstream H1 promoter into the vector pFG12.2" The resulting
constructs allowed to express both green fluorescent protein
(GFP) and target-specific short hairpin RNA (shRNA). They were
used for lentivirus production, following the protocols provided
with the ViraPower Lentiviral Expression System (Invitrogen).
Virus-containing supernatants were concentrated 100- to 1000-
fold by ultracentrifugation before titering. A multiplicity of infec-
tion of 4-10 was currently used to transduce XG1 and XG6
HMCLs, which were next analyzed for GFP expression by using
flow cytometry and for survivin expression by immunoblot.

Immunoblot analysis
A total of 5 x 10° cells were resuspended in lysis buffer (10 mm
Tris-HCI, pH 7.6, 150 mm NaCl, 5mm EDTA, 2 mm PMSF, 1%

Leukemia

Triton X100 and 2 ug/ml aprotinin). After 40min on ice,
lysates were cleared by centrifugation at 12 000 g for 30 min at
4°C. Protein concentration was measured using bicinchoninic
acid (BCA protein assay, Pierce, Rockford, IL, USA). Fifty
micrograms of proteins were loaded for each lane. The
proteins were separated by 7.5 or 15% sodium dodecy! sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE), then electro-
transfered to polyvinylidene difluoride (PVDF) membranes.
Western blot analysis was performed by standard techniques,
with ECL detection (Pierce) for clAP2, XIAP, caspase-3, PARP-1
and actin, or with SuperSignal detection (West Dura Extended
Duration Substrate, Pierce) for survivin and clAP1. Protein
loading was checked with anti-actin monoclonal antibody
(mADb). Survivin and actin levels were quantified by densito-
metry, and then the survivin/actin ratios were expressed in
arbitrary units (a.u.) related to (i) the MDN HMCL, considered as
a reference because of its low survivin level among HMCLs in
experiments evaluating survivin levels in cell lines or primary
myeloma cells, and (ii) the reference shCont-cells in RNA
interference experiments.

Antibodies

Anti-survivin polyclonal antibody (pAb) was purchased from
R&D Systems (Minneapolis, MN, USA), anti-clAP1 pAb (H83),
anti-clAP2 pAb (H85), anti-caspase-3 mAb (E-8) from Santa Cruz
Biotechnology Inc. (Santa Cruz, CA, USA), anti-XIAP mAb from
BD Biosciences Transduction Laboratories™ (San Jose, CA,
USA), anti-PARP-1 mAb (Ab-2) from Calbiochem (Darmstadt,
Germany) and anti-actin mAb from Chemicon International
(Temecula, CA, USA).

Cell growth evaluation

XG1 or XG6 cells were seeded in 48-well plate at 5 x 10* cells
per well on day 5 and grown until day 28 post-transduction.
Growth curves were plotted based on the number of viable cells
as determined by eosin exclusion.

Apoptosis experiments

XG1 or XG6 cells were washed in phosphate-buffered saline
(PBS) and the percentages of apoptosis were assessed by flow
cytometry analysis after Apo2.7-PE. staining (Beckman Coulter,
Marseilles, France). Flow cytometry analysis was performed on a
FACSCalibur using the CellQuest program (Becton Dickinson,
San Jose, CA, USA).

Cell cycle distribution

A total of 2 x10° shCont and shSurv-XG1 and -XG6 cells
were fixed in 70% cold ethanol for 30 min at 4°C, washed
twice in PBS, stained with propidium iodide (PI) at 10 ug/ml
for 15min at room temperature. Flow cytometry analysis
was performed on a FACSCalibur using the CellQuest program.
Data were gated on viable cells and on the FL2-area versus FL2-
width cytogram to exclude doublets and aggregates, and a
minimum of 2 x 10* gated cells were collected per sample.
Analysis of the cell cycle was performed using the MODFIT
software.

May-Grinwald-Giemsa staining

XG1 cells were collected in a cytospin and colored by May-
Griinwald-Giemsa (MGQ) staining. Mitotic cells were analyzed
using microcopy (Leica GMBH, Germany).



Hoechst 33342 staining

XG1 cells were washed in PBS and stained with Hoechst 33342
(Molecular Probes, Cergy Pontoise, France) at 4 ug/ml for 5 min
at room temperature and washed in PBS. Microcopy analysis
was performed on a fluorescence microscope (Leica GMBH,
Germany) and nuclear size of cells was measured by Perfect-
Image software.

Cell viability analysis

Cell viability was assessed by 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay. After 48 h of incuba-
tion with doxorubicine (250nM for XG1 and 125 nm for XG6),
dexamethasone (1 um) or melphalan (5 um for XG1 and 2.5 um
for XG6) from Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA), cells were
incubated with 50 ul of 2.5mg/ml MTT (Sigma-Aldrich) for
3.5h. Absorption at 570nm wavelength was measured after
total solubilization of formazan crystals by 100ul of lysis
solution. The inhibition of cell viability induced by drugs was
expressed as a percentage compared with corresponding
untreated cells.

Statistics analysis

We used the non-parametric Wilcoxon rank sum test for
comparing survivin levels in myeloma cells and cell viabilities
in MTT assays. We used the Student’s t-test for comparing
nuclear sizes of transduced cells.

Results
Survivin is highly expressed in myeloma cells but at
variable levels

We first evaluated the survivin expression of protein level in a
series of human myeloma cell lines (HMCLs) by immunoblot

O
< O N N
\.;\f_‘go O O

>
FPPIISTIITIIT IS

Significant impact of survivin
M Romagnoli et al

analysis. As shown in Figure 1a, survivin was detected in all
HMCLs tested in a range of 1-2.5 a.u., compared to survivin
level of the reference MDN chosen for its lowest survivin levels
(with NAN2, NAN3 and SBN) among HMCLs. Interestingly,
the HMCLs SBN and BCN expressed much higher levels of
survivin compared to their autologous EBV-infected B cell
lines (Figure 1b). Finally, survivin levels detected in HMCLs are
comparable to those of other human cancer cells lines, already
described as survivin-overexpressing human cell lines, that is,
the epithelioid carcinoma cell line Hela, the acute T cell
leukemia Jurkat and the Burkitt lymphoma cell line Raji
(Figure 1c). We further assessed the levels of survivin expression
in primary cells. First, survivin was not detectable in
B lymphocytes obtained from the peripheral blood of healthy
donors, as shown for one patient in Figure 2a (lane 1). In
contrast, survivin could be detected in non-tumoral polyclonal
plasma cell precursors, obtained from reactive plasmacytosis or
by in vitro generation (Figure 2a, lanes 5-6). However, these
cells displayed significant lower survivin levels than HMCLs
or most of MM in relapse (Figure 2a, lanes 3-4). Moreover,
CD138-purified myeloma cells from patients with MM presen-
ted a large range of survivin expression levels (0.12-1.5), as
assessed by immunoblot analysis (Figure 2a, lanes 2-3) and
shown in Figure 2b. Importantly, a strong correlation was
observed between the levels of survivin expression in myeloma
cells and the stage of the disease. Indeed, myeloma cells from
patients at diagnosis (n=9, median value=0.2, range 0.12-
0.35) expressed significant lower survivin levels than those
from patients with medullary relapse (n=11, median
value=0.85, range 0.28-1.5, P<0.01) (Figure 2b). Interestingly,
survivin level detected in primary MM cells from a patient at
diagnosis (0.35 a.u.) increased when the patient relapsed (1 a.u.)
(Figure 2c). Moreover, primary myeloma cells from extra-
medullary locations presented high levels of survivin (0.9 and
1) close to those detected in most HMCLs (n=21, median
value=1.5, range 1-2.5), which were frequently generated
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Figure 2 Correlation of survivin expression with MM progression. (a)
Survivin expression in myeloma cells from patients with MM at
diagnosis (Pt 1 (Dg)) or on relapse (Pt 2 (R)), in HMCL U266 (lanes
2-4), and in non-tumoral B cells: B lymphocytes (lane 1), plasma cells
precursors from reactive plasmacytosis (RP) or obtained by in vitro
generation (lanes 5-6) by western blotting analysis. (b) Survivin
expression was evaluated in HMCLs and in purified primary myeloma
cells of patients at diagnosis, on medullary relapse or with
extramedullary myeloma by western blotting analysis. Protein loading
was controlled with anti-actin mAb. Survivin and actin levels were
quantified by densitometry. The survivin/actin ratio is expressed in a.u.
related to the reference MDN. (c) Survivin expression was assessed in
myeloma cells of the same patient (Pt 3) at diagnosis (Dg) and in
relapse (R).

from myeloma cells of patients with extramedullary disease.
Finally, survivin levels in HMCLs were significantly higher than
in MM relapses (P<0.01).

Stable downregulation of survivin by RNA
interference-induced myeloma cell growth inhibition
To antagonize survivin protein, we developed lentiviral short-
hairpin RNA (shRNA) vectors, targeting either survivin mRNA
(shSurv) or the bacterial lacZ mRNA that was used as control for
unspecific effects of RNA interference (shCont). XG1 and XG6
HMCLs, presenting opposite levels of survivin, were transduced
with shSurv or shCont producing lentivirus, and efficiency
of their transduction was monitored by GFP expression using
FACS analysis from day 7 up to day 28 post-infection. As shown
in Figure 3a, ~100% of XG1 or XG6 cells expressed high
levels of GFP at day 7 when transduced either by shSurv or
shCont vectors. The percentages of GFP+ cells remained
constant during the experiments conducted with XG1 and XG6
cells (data not shown). Moreover, transduction of both XG1 and
XG6 cell lines with lentiviral vectors containing shRNA targeting
survivin resulted in stable marked downregulation of survivin
proteins, compared with corresponding shCont or non-trans-
duced cells. Survivin levels were decreased by a mean factor of
50% over day 7 to day 28 post-infection for shSurv-XG1 as well
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Figure 3 Efficiency of RNAI targeting survivin by lentiviral-mediated
delivery of shRNA. (a) Transduction efficiency was evaluated by the
% of GFP+ cells measured by flow cytometry. A representative
experiment is shown at day 7 after transduction of both HMCLs XGT1
and XG6. (b) Survivin stable downregulation was monitored by
western blotting analysis from day 7 to day 28 after transduction in
XG1 and XG6 cells as shown at day 14. Histograms show the
compared survivin level in a.u. in non-transduced cells, shRNA
control (shCont) and shRNA targeting survivin (shSurv) XG1 and XG6
cells. (c) Expression of clAP1, clAP2 and XIAP was evaluated by
western blotting analysis in shCont and shSurv-XG1 or -XG6 cells.

as shSurv-XG6 shown on day 14 (Figure 3b). No detectable
increase of clAP1, clAP2 or XIAP was observed in shSurv-cells
compared with shCont-cells, demonstrating that stable suppres-
sion of survivin levels did not result in compensatory upregula-
tion of other IAP members (Figure 3c). These experiments were
carried out three times and a representative one is presented in
figures.

Stable knockdown of survivin levels reproducibly correlated
with significant reduction of XG1 and XG6 cell growth rates
assessed by cell viability assay. Cell growth of shSurv-XG1
decreased over day 7 to day 28 in comparison to shCont-XG1,
in all experiments (n=3) with a mean factor of inhibition of
40.5+7% at day 14. A representative experiment is shown in
Figure 4. Similarly, knocking down survivin in XG6 led to cell
growth inhibition compared with shCont-XG6 (43 +£4% at day
14, n=3) (data not shown).
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Figure 4 Decreased cell growth in shSurv-transduced XG1 cells.
Growth curve of viable XG1 cells transduced with shCont (black
circle) or shSurv (gray circle) was established from day 5 to day 28. A
representative experiment is shown (n=3).

We then investigated survivin knockdown effects on cell
death and cell cycle in these cell lines. We observed that
survivin downregulation induced specific apoptosis detected by
Apo2.7 staining in shSurv-XG1 and shSurv-XG6 cells compared
with corresponding shCont-transduced cells. For example,
specific apoptosis at day 14 was evaluated to 21.7+2.4%
(n=3) in shSurv-XG1 and to 22.2 +3.1% (n=3) in shSurv-XG6
cells, compared with the corresponding shCont-transduced
cells. Representative experiments are shown in Figure 5a. Of
note, shRNA transduction of these HMCLs per se induced a
significant non-specific apoptosis as detected in shCont-XG1
and -XG6 cells (Figure 5a). This effect may explain the
plateau observed in the shCont-XG1 growth curve (Figure 4).
We then analyzed cleavage of caspase-3 and poly ADP-ribose
polymerase-1 (PARP-1), a prototype substrate of effector
caspases. As shown in Figure 5b, partial cleavage of both
proteins was detected by immunoblot in shSurv-cells compared
with shCont-cells, arguing for the activation of caspase cascade
in these cells. Similarly, Hoescht 33342 staining detected
33 +4% of fragmented nuclei in shSurv-XG1 versus 9.5+ 1.5%
in shCont-XG1, as illustrated in Figure 6d.

Moreover, we evidenced that survivin knockdown dramati-
cally modified cell cycle in transduced cells. First, Pl staining
and cytometry flow analysis demonstrated a blockade of cell
cycle in the mitotic phases G2/M in shSurv-XG1, compared with
shCont-XG1 (53.5% versus 13.6% respectively) as shown in
Figure 6a and b at day 14 in a representative experiment. A
decrease of cells in G1 and S phases was concomitantly
observed (37.4% in shCont-XG1 versus 26.5% in shSurv-XG1
for phase S and 49% versus 20% for phase G1). This G2/M
blockade was further observed on cytospun XG1 cells stained by
MGG that showed 90.3 4+ 3.5% of mitotic cells in prometaphase
in shSurv-XG1 cells versus 47+2% in shCont-XG1 cells.
Figure 6¢ illustrates the excessive number of prometaphase
cells among mitotic cells observed in shSurv-XG1 cells com-
pared with shCont-XG1 cells, because other mitosis steps such
as anaphase could be easily detected. Second, survivin down-
regulation in XG1 led to the strong increase in polyploid cells
(7.7£0.8% in shCont-XG1 versus 25+1.8% in shSurv-XG1
cells), as detected and quantified by PI staining and flow
cytometry analysis (Figure 6a). This polyploidy was confirmed
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Figure 5 Induction of apoptosis in shSurv-transduced HMCLs. (a) The
% of apoptosis in shCont and shSurv-cells was measured by Apo2.7-PE
staining using flow cytometry. A representative experiment is shown
(n=3). (b) Caspase-3 and PARP-1 cleavage was detected by Western
blotting analysis in shSurv-XG1 or -XG6 cells.

by the significant increased nuclear size in survivin-depleted
cells (10.6+0.3 um in shSurv-XG1 versus 8.6+0.3 um in
shcont-XG1, P<0.001), as detected by Hoechst 33342 staining
and depicted in Figure 6d.

Cell cycle was also disrupted in shSurv-XG6 compared with
shcont-XG6 but its profile differed from shSurv-XG1. Indeed,
shSurv-XG6 cells accumulated in GO/G1 phases (64 versus 47%
in shcont-XG6) in the representative experiment shown in Figure
6a and b. G2/M and S phases were concomitantly decreased
in shSurv-XG6 cells versus shCont-XG6 cells (7 versus 10% and
29 versus 43% for G2/M and S phases, respectively). Finally,
no increase in polyploid cells was detected in shSurv-XG6.

Survivin downregulation sensitized myeloma cells

to anti-MM agents

To investigate the impact of survivin on the sensitivity of
myeloma cells to conventional drugs used in MM therapy, we
analyzed cytotoxic effect of doxorubicin, dexamethasone and
melphalan on XG1- and XGé-transduced cells. Interestingly,
survivin knockdown significantly enhanced cell viability inhibi-
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Figure 6 Cell-cycle disruption of shSurv-tranduced HMCLs. Cell cycle in viable shCont and shSurv-XG1 or XG6 cells was monitored by Pl
staining using flow cytometry and analyzed with MODFIT software (a), and the % of cells in each cell-cycle phase was illustrated in histogram (b).
Mitotic cells were evidenced by MGG staining in shCont and shSurv-XG1 cells by using microscopy. An anaphase cell was pointed on shCont-
XG1 slide and two prometaphase cells on shSurv-XGT1 slide (c). Nuclear size of shCont and shSurv-XG1 cells was evaluated by Hoechst 33342
staining using microcopy (d). A representative experiment is shown (n=3).

tion of shSurv-XG1 and -XG6 cells (P<0.05) upon treatment
with doxorubicin, dexamethasone and melphalan compared
with shCont-cells, as assessed by MTT assay (Figure 7).

Altogether, these results indicate that knocking down survivin
in MM cells increased (i) their spontaneous apoptosis and
deeply impaired their cell cycle distribution, leading to a
marked decrease of their capacity to proliferate and (ii) their
sensitivity to conventional anti-MM agents.

Discussion

This work underlines for the first time in our knowledge, the
potential role of survivin in myeloma pathogenesis. Indeed, we
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demonstrated that myeloma cells expressed a high level of
survivin and that its depletion by RNA interference inhibited
myeloma cell growth and sensitized myeloma cells towards
anti-MM agents. First, we observed by immunoblot analysis that
all HMCLs display detectable level of survivin comparable to
other cancer cells previously described for their survivin
overexpression. It was originally thought that the overexpression
of survivin observed in cancer simply reflected a higher number
of proliferating cells and that survivin expression was mainly
cell-cycle-regulated when compared with the canonical CDE/
CDH elements present in survivin gene promoter.’? But since
non-tumoral, highly proliferating EBV-infected B lymphocytes
generated from myeloma patients’ blood samples express
survivin weakly, in comparison with the myeloma cell lines
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Increased drug sensitivity in shSurv-transduced HMCLs. Cell viability was determined by MTT assay after 48 h of incubation with

doxorubicin (250 nm for XG1 and 125 nm for XG6), dexamethasone (1 um) or melphalan (5 um for XG1 and 2.5 um for XG6). The inhibition of cell
viability induced by drugs was expressed as a percentage compared to untreated cells. Mean +s.d. of four experiments each performed in
triplicate are shown. For statistical analysis, non-parametric Wilcoxon rank sum test was performed comparing shSurv to shCont-XG1 and XG6

cells (*P<0.05, n=4).

established from the same patients, we propose that survivin
level in HMCLs does not reflect exclusively a high proliferating
rate but rather a cancer status. This notion is also supported
by the observation that survivin level is also higher in HMCLs
than in non-tumoral plasma cell precursors, considered as
their normal proliferating counterpart. Although myeloma
cells usually display a low in vivo proliferation rate, our results
showing high levels of survivin in myeloma cells suggest a
possible regulation of survivin gene expression in primary
myeloma cells independent of cell-cycle progression. These
results and others prompt the possibility that survivin gene may
be globally deregulated in cancer, driving overexpression of
the protein at all cell cycle phases, and not just mitosis.**
A diversity of events may result in constitutive activation
of upstream signalling in cancer cells that may trigger the
activation and transcription of appropriate transcription factors
to turn on survivin expression in cancer. Of note, Gritsko et al.
recently demonstrated that STAT-3 directly regulates the
survivin promoter in breast cancer cells.** On the contrary,
the p53 tumor suppressor has been described as a potent
repressor of survivin gene transcription.?” Further experiments
are needed to unravel detailed mechanisms involved in survivin
expression control in MM.

Importantly, we show that survivin expression in MM corre-
lated significantly with disease stages. Indeed, survivin levels in
patients at diagnosis were significantly lower in comparison
with those detected in patients at relapse. Interestingly, we also
observed the increase of survivin level in MM cells removed
from the same patient at diagnosis and relapse time in his
clinical course. Many data currently demonstrate that survivin
expression in cancer is associated with unfavorable clinical-
pathological parameters, such as poor prognosis and shorter
patient survival rates (reviewed by Li*®). Of note, regarding
hematological malignancies, a significantly shorter survival was
observed in patients with high survivin expression in large B-cell
lymphoma?” as well as in mantle cell lymphoma.?® Moreover,
survivin proved to be a negative prognostic factor in patients
with acute myeloid leukemia.?® Our data presented here argue
for an increase in survivin level during MM clinical course. In
line with our results, a recent report indicates that the expression
ratios for survivin were significantly higher in MM patients with
poorer outcome, especially after chemotherapy.?® Although a
larger cohort of patients would be necessary to confirm our
results (as soon as a reliable survivin mAb for flow cytometry
analysis becomes available), our results strongly argue for survi-
vin participation in myeloma progression. However, it would be

of particular interest to study survivin involvement in the first
steps of oncogenesis in MM. Further experiments delineating
survivin expression in normal bone marrow plasma cells and
MGUS will be conducted to address this important point.

To define potential interest to inhibit survivin expression
in MM cells, we performed RNA interference experiments
targeting survivin in both HMCLs XG1 and XG6. The RNA target
sequence used here is directed against nucleotides 45-65
of survivin that code for a region common to the three known
isoforms of the protein, and was previously used to repress
efficiently survivin expression in Hela cells.”® On the one hand
MM cells are among hard-to-transfect cells and on the other
transient RNA interference, using small interfering RNA target-
ing survivin, decreased the short-lived survivin expression
no more than 48 h in our hands (personal data), we developed
a lentiviral RNA interference approach. This approach led to
efficient transduction of both HMCLs XG1 and XG6, as assessed
by GFP monitoring up to 28 days post-transduction and to
significant depletion of survivin in these cell lines. These
experiments allowed to us to demonstrate that survivin knocking
down led to decreased myeloma cell growth rate related to
significant increased apoptosis and deep cell cycle disruption.

First, survivin knockdown induced significant spontaneous
apoptosis in HMCLs, as detected by Apo2.7 staining or nuclei
fragmentation. Our results indicate that survivin knockdown in
myeloma cells correlated with caspase-3 and PARP-1 cleavage,
arguing for the activation of caspase cascade when survivin
level was decreased in these cells. Many in vitro and in vivo
experiments show that survivin expression protect cells from cell
death (Conway et al.*' and reviewed by Altieri®, Li*). However,
elucidation of the mechanisms whereby this occurs has not been
straightforward. Actually, the existence of functional survivin—
caspase complexes initially described is now controversial, as
survivin lacks structural motifs that in other IAPs (for example,
XIAP) mediated caspase binding.>* But survivin may mediate
apoptosis inhibition through interaction with proapoptotic
factors such as the IAP inhibitor SMAC/Diablo,** the apop-
tosis-inducing factor AIF** or through subcellular compart-
mentalization in mitochondria.>> Whether survivin exerts its
inhibitory effect on caspase activity by direct or indirect
mechanisms in myeloma cells is currently under investigation.

Second, we observed that survivin depletion caused an
accumulation of prometaphase cells and a decline in anaphase
and telophase cells in XG1 cell line. In addition, an increased
population of shSurv-XG1 cells had a DNA content of 4N or
greater compared to shCont-XG1. These observations reveal that
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survivin knockdown partially blocked normal mitosis progres-
sion in MM cells and even if survivin depleted cells eventually
exit mitosis, they generally fail to complete cytokinesis. Such
cell cycle abnormalities have also been described in melanoma
cell lines or Hela cells.2%3® Of note, survivin depletion in XG6
cells also resulted in cell cycle blockade, but with a different
profile of DNA content. Indeed, shSurv-XG6 cells accumulated
in G1 phase and displayed normal DNA content (no poly-
ploidy). These results support a role for survivin not only
in normal mitosis progression and completion but also in early
cell cycle entry. The role of survivin in G1/S transition has
been proposed in different works even though mechanisms are
still completely unresolved.?”?® The apparent discrepancy
between the stage of cell cycle disruption in shSurv-XG1 and
-XG6 cells may also be linked to their different p53 status
(mutated p53 in XG1 and wild-type p53 in XG6) (Mazars et al.>®
and unpublished data) as observed by Beltrami et al.*° in the
colorectal carcinoma cell line HCT-116. Indeed, the tumor
suppressor p53 maintains the genome integrity and promotes
cell cycle checkpoints (both G1/S and G2/M checkpoints) when
cells are unable to undergo normal mitosis. Thus, p53 pathway
may be activated when XG6 cells were depleted in survivin,
leading to elimination of polyploid cells and G1 phase arrest,
as initially observed in normal human cells.*' But other not
yet defined mechanisms may be involved and further experi-
ments are needed to delineate the role of p53 in this system.

Finally, survivin depletion in myeloma cells enhanced
cytotoxic effect of conventional drugs used in MM therapy,
i.e., doxorubicin, dexamethasone and melphalan. Growing
evidence has indicated that survivin expression plays an
essential role in drug resistance (reviewed Li%*). Our data and
Nakagawa'’s report*® underline this finding in MM and raise the
hypothesis that inhibiting survivin may improve MM treatment.

Altogether, these data suggest that survivin might be a rational
target for myeloma therapy, since MM expresses high level of
the protein survivin and its depletion induces cell growth inhi-
bition and drug sensitization. The use of molecular antagonists,
including antisens, ribozymes, siRNA and dominant-negative
survivin  mutants, have generated promising results in
other survivin overexpressing cancers leading to suppression
of tumor growth, and provided proof of principle in preclinical
testing. Our results argue for the interest in evaluating survivin
antagonists in MM treatment. Moreover, our model might help
to unravel the complexity of ‘survivin network’ that appear
to intersect multiple pathway of cell division, resistance to
apoptosis and surveillance checkpoints.
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ARTICLE 2 :
La balance entre Survivine et Bim régule la croissance tumorale

et corréle avec le pronostic des patients atteints de MM

Expression ectopique de la survivine dans la lignée de MM XG6

Nucléofection par la méthode Amaxa

L’expression de la survivine corrélant avec la progression de la maladie dans le MM,
nous avons voulu évaluer les effets cellulaires de la surexpression de la survivine dans une
lignée de MM. La lignée choisie montre un des plus faibles niveaux d’expression de survivine
parmi les lignées de MM testées auparavant par western blot. De plus, la croissance in vitro
de cette lignée est dépendante de I'apport exogéne en IL6, un facteur de croissance majeur
pour la tumeur myélomateuse. La lignée XG6 se rapproche des plasmocytes primaires dans

la moelle osseuse et ex vivo, elle constitue donc un bon modéle d’étude.

Comme énoncé précédemment, il est difficile de transfecter les cellules de MM par
des méthodes classiques. Nous avons donc utilisé I'électroporation optimisée (développée
par Amaxa biosystems, Allemagne) aussi appelée nucléofection. Aprés la mise au point des
conditions de transfection, la lignée XG6 a été transfectée par cette méthode avec un
plasmide pcDNA3 portant une cassette d’expression comprenant 'ADN complémentaire du
gene survivine. La transfection avec ce méme plasmide, mais dépourvue de cassette
d’expression nous sert de contréle. Cette méthode nécessite un compromis entre I'efficacité
de transfection et la viabilité aprés la transfection. La surexpression de la survivine est
visualisée par western blot et semble de niveau correct dans la lignée XG6, mais n’excéde
pas 72 heures. La mortalité induite par la transfection en elle-méme est forte ne permettant
aucun test fonctionnel dans ces conditions. Nous avons alors procédé a une double
sélection : une sélection par antibiotique (généticine) puis une étape de dilution limite afin

d’obtenir des clones surexprimant stablement la survivine ainsi que des clones controles.
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Résultats

Les fonctions de la survivine étant étroitement liées a sa localisation subcellulaire,
nous avons évalué ce parameétre par fractionnement des cellules XG6 surexprimant ou non
la survivine. Les fractions nucléaire, mitochondriale et cytoplasmique sont obtenues et leur
enrichissement est vérifié par 'expression de marqueur comme la PARP-1, la COX-IV et la
tubuline, respectivement. Dans la lignée XGB6, les trois fractions révelent la présence de la
survivine. Cependant, la survivine semble principalement localisée dans les factions
nucléaire et cytoplasmique. La survivine surexprimée de facon ectopique conserve un profil
similaire dans les clones XG6. En effet, la surexpression de la survivine affecte de fagon

homogéne les différents compartiments subcellulaires testés.

La croissance cellulaire des clones surexprimant ou non la survivine ne montre pas
de profonde différence dans des conditions classiques de culture (5% SVF en présence
d’IL6). Au contraire, en absence d’apport exogéne en IL6, les clones XG6 surexprimant la
survivine révelent une croissance cellulaire avantagée et associée a une survie prolongée et
une prolifération maintenue, contrairement aux clones contréles. L’hypothése de l'induction
d’'une boucle autocrine d’IL6 dans les clones surexprimant la survivine a été réfutée par PCR
guantitative en temps réél spécifique des ARNm IL6, ne montrant pas de modulation de
I'expression de ces ARN. La survivine constituerait un oncogeéene. De plus, seuls les clones
surexprimant la survivine induisent la formation de tumeur dans un modéle de souris NOD-
SCID en xénogreffe sous cutanée au contraire des clones contrbles et de la lignée parentale.
Par la surexpression de la survivine, les clones XG6 échappent a la dépendance en IL6.

En absence d'IL6, la résistance a l'apoptose et lintégrité de la membrane
mitochondriale étant plus efficacement conservé dans les clones XG6 surexprimant la
survivine, par rapport aux clones contréles, nous avons établis un profil d’expression des
protéines des familles Bcl-2 et IAP dans ces clones. Seule la protéine Bim est fortement
diminuée lorsque la survivine est surexprimée de fagon ectopique. De plus, dans les cellules
XG6 qui surexpriment la survivine, I'expression de Bim est trés faiblement inductible sous
I'effet de la privation en IL6. L’expression des autres protéines n’est pas modifiée de fagon
significative. Le role de la protéine pro-apoptotigue « BH3-only » Bim est connue pour étre
impliguée dans la mort des cellules B et des lignées de MM notamment au cours de la
privation en IL6, comme cela a été montré par notre équipe. Nous avons donc voulu
identifier le mécanisme de la régulation de I'expression de Bim par la survivine dans la lignée
XG6. Par PCR quantitative en temps réél, nous avons démontré que la surexpression de la

survivine entrainait une diminution de 50% de I'expression des ARNm bim dans les clones.
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Deux hypothéses peuvent étre faites : soit la survivine induit une réduction de la transcription
du géne bim, soit elle entraine une diminution de la stabilité des ARNm bim. La survivine est

probablement impliquée de fagon indirecte dans ce mécanisme.

Expression de la survivine et de Bim chez les patients

Profils d’expression génique et PCR quantitative

Au laboratoire, les plasmocytes primaires purifiés a partir de prélevement de 250
patients de MM au diagnostic ont fait I'objet d’'une étude de profil d’expression génique
(puces ADN) (Decaux, JCO, sous presse). Cette étude a permis de montrer que moins de
10% des patients expriment la survivine des le diagnostic. Environ deux tiers de ces patients
appartiennent a un groupe de mauvais pronostic caractérisé par une signature de genes
impliqués dans la régulation de la stabilité génétique et le cycle cellulaire dont le gene
survivine. Le pronostic des patients est déterminé par la survie globale des patients de MM.
Dans ce groupe de mauvais pronostic, seulement 40% des patients survivent au dela de 3

ans.

Par PCR quantitative en temps réél spécifigue des ARNm survivine, nous avons
confirmé le résultat des profils d’expression génique sur le matériel de 22 de ces patients. De
plus, nous avons révélé une corrélation inverse significative entre I'expression des ARNm
survivine et bim chez ces mémes patients de MM au diagnostic. Cette étude sur les cellules

myélomateuses primaires appuie fortement la fiabilité de nos observations in vitro.

Pour la premiere fois, nous avons montré une relation entre la survivine et un
membre de la famille Bcl-2 dans la lignée XG6 et dans des cellules myélomateuses
primaires provenant d’'une série de patients. L’expression de la survivine corréle avec le

pronostic des patients probablement en partie par la modulation de I'expression de Bim.
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ABSTRACT

Purpose

High levels of Survivin correlate with disease progression in multiple myeloma
(MM) and Survivin knock-down by RNA interference in myeloma cells decreased
their growth. Biological effects of Survivin overexpression have been thus evaluated
in myeloma cells.

Experimental Design

The human myeloma cell line XG6 that has low endogenous level of Survivin and
that depends on exogenous IL6 for its growth, was used to define the effects of
Survivin overexpression on myeloma cell growth and apoptosis. Moreover, a cohort
of patients with myeloma at diagnosis has been evaluated for Survivin expression in
correlation with their risk status.

Results

Survivin overexpression promoted the proliferation and survival of myeloma cell
both in vitro and in vivo in the absence of their major growth factor IL6. The
prosurvival effect correlated with the down-regulation of Bim, a BH3-only cell death
activator critically involved in cytokine deprivation, mainly at transcriptional level.
Moreover, high survivin levels in patients correlated with high-risk disease. The tight
link between Survivin and Bim expression, reported for the first time here, was
further confirmed in patients with MM and in other human cell lines.

Conclusion

Survivin was validated as a mediator of myeloma cell growth and a significant gene
associated with short survival in patients with MM. Our findings provide evidence
that Survivin directly contributes to malignant progression of MM and strongly
suggest that targeting Survivin may disrupt the delicate balance controlling cell
survival and proliferation, opening new avenue for the therapy of this still difficult to

treat cancer.
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INTRODUCTION

Accumulating evidence suggests that lack of balance between proliferation
and cell death may lead to clonal expansion and cancer emergence. In this field, the
protein Survivin has attracted great attention because of its involvement in two
major cell processes that are often deregulated in cancer, i.e cell division and
apoptosis (1). Aberrant expression of Survivin has often been observed in cancer cells
and its gene appears at the fourth top tumor-specific gene (2). In one hand, Survivin
appeared to be a major mitotic actor with Aurora B kinase, INCENP and Borealin in
the chromosomal passenger complex that regulates the right anchorage of
chromosomes on mitotic spindle and their proper segregation and it also contributes
to the spindle assembly checkpoint required for mitotic progression and cell division
(3). In the other hand, Survivin holds a BIR (Bacculoviral IAP Repeat) domain that
defines the anti-apoptotic IAP (Inhibitors of APoptosis) family, which has first
suggested that it may directly inhibit the apoptosis effectors, caspases, as well
established for XIAP. However many data indicate that Survivin anti-apoptotic
function rather operates through indirect caspase inhibition by various mechanisms
not yet completely unravelled (4). The mitochondrial pathway exhibits high
importance in cell death control and might be controlled by Survivin. Indeed, recent
reports have described, specifically in tumor cells, a pool of Survivin localized in
mitochondria that is released in the cytosolic fraction during apoptosis activation and
that potently counteracts cell death (5, 6). Moreover, Bcl-2 family proteins have been
extensively shown as determinant actors of cell fate through the regulation of
mitochondrial permeability that is disrupted during apoptosis (7). Of particular
interest, the pivotal role of the pro-apoptotic member of the Bcl-2 family, Bim in
triggering apoptosis especially upon growth factor deprivation has been widely
demonstrated (8). This has been particularly evidenced in myeloma cells that display
a high dependency on IL6 for their growth (9). But to our knowledge, no link has

been yet established between Bcl-2 family proteins and Survivin.
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Despite recent progress in the management of patients, multiple myeloma
(MM) remains an incurable cancer with a five-year survival rate not exceeding 40%
(10). However, this cancer is characterized by an important heterogeneity in outcome
following standard and high-dose therapies leading to survival periods spanning
from few months to more that ten years. Interestingly, recent gene-expression
profiles performed on purified myeloma cells obtained from newly diagnosed
patients have defined signatures associated with short survival and were used to
identify patients with high-risk MM (11) (12). Of note, overexpression of survivin
gene was included in both high-risk gene signatures. In addition, we have previously
pointed out that in MM, Survivin protein expression correlated to disease
progression and that it took part in MM growth by regulating cell cycle and cell
death (13). Indeed Survivin knock-down in myeloma cells led to their decreased
growth rate and enhanced sensitivity to both spontaneous and drug-induced

apoptosis.

In light of all these results, we focused our attention on Survivin
overexpression in MM. We first studied biological consequences of forced Survivin
expression in the human myeloma cell line (HMCL), XG6, that presents both a low
level of endogeneous Survivin and a growth-dependence on exogenous interleukin-6
(IL6) that closer mimics in vitro the cytokine-dependence observed in patients with
MM (14, 15). We show that Survivin overexpression overcomes the in vitro IL6-
dependence of XG6 cells and promotes tumor growth of myeloma cells in a
subcutaneous xenograft model. Importantly, Survivin overexpression in XG6 cell line
associated with dramatic decreased level of the pro-apoptotic protein Bim.
Evaluation of survivin mRNA in a series of patients with MM from our cohort shows
that high Survivin expression in myeloma tumors correlates with short survival in
patients and reveals a significant inverse correlation between bim and survivin gene

expression in this series of patients.
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MATERIAL AND METHODS

Sample collection and plasma cell purification

Bone marrow specimens from untreated patients were obtained during standard
diagnostic procedures in IFM centers and overnight shipped to the Hematology
department of University Hospital in Nantes. Plasma cells were obtained after
gradient density centrifugation using Ficoll-Hypaque and purification by CD138-
immuno-magnetic beads (Miltenyi, Paris, France), as previously described (16). In all

cases, purity of the plasma cells was higher than 90%, as assesssed by morphology.

Cell lines and culture conditions

The XG6 HMCL have been previously established in our laboratory and are cultured
in the presence of 3 ng/ml of recombinant human IL6 (Novartis, Basel, Switzerland)
in RPMI-1640 medium supplemented with 5% FCS, 2mM glutamine and 5x10-°M
2-B mercapto-ethanol. The human embryonic kidney cell line HEK-293 and the
human breast cancer cell line CAL51 were maintained in RPMI-1640 medium

supplemented with 10% FCS and 2mM glutamine.

Plasmid and transfection experiments

Plasmid encoding for the major isoform of survivin (pcDNA3) was kindly provided
by Pr DC Altieri (University of Massachusetts Medical School, MA, USA).

5 pg of plasmid DNA was mixed with 5.10¢ XG6 cell suspension in buffer T,
transferred to a 2mm electroporation cuvette and electrofected using the electrical
protocol A30 of the Amaxa Nucleofector™ apparatus (Amaxa, Cologne, Germany).
Three days after transfection, cells were selected by geneticin treatment (350mg/L)
and limiting dilutions were performed to obtain clones. Both HEK-293 and CAL51
cell lines were transiently transfected using Lipofectamine 2000 reagent (Invitrogen,

Cergy Pontoise, France) following manufacturer’s instructions.

Total RNA isolation and amplification

110



Total RNA extraction were done using the guanidinium thiocyanate-phenol method
and purity was verified using an Agilent 2100 Bioanalyser (Agilent, Palo Alto, CA),
as previouly described (16). Then, RNA amplification step was performed using
MessageAmp™ II aRNA Kit according to manufacturer’s specifications (Ambion
Inc., Austin, TX, USA): 0.4-1.0 pg of RNA was used as template to generate cDNA
bearing T7 promotor by reverse transcription from which antisens RNA (aRNA)

were produced by in vitro transcription using MEGAscript technology.

Reverse transcription
For cDNA synthesis, 1ug of total RNA was transcribed using the MMLV reverse

transcriptase (Invitrogen) and random hexameres (Amersharm Biosciences).

Quantitative real-time PCR (quantitative RT-PCR)

Survivin mRNA quantification was performed with TagManR Universal PCR Master
Mix and TaqManR Gene Expression Assays according to manufacturer’s
specifications (Applied Biosystems, CA, USA) for survivin (Hs00153353_m1) and
RPL37A (Hs01102345_m1) genes. Human 60S Ribosomal Protein L37A (RPL37A)
housekeeping gene was used as endogenous control. IL6 and bim mRNA
quantification was performed with SybrR Green PCR Core Reagent according to
manufacturer’s specifications (Applied Biosystems). IL6 primers used were (F): 5'-
GGCGCTTGTGGAGAAGGAG-3 and (R): 5-CGGGAACGAAAGAGAAGCTCTA-
3’. cyclophilin B housekeeping gene was performed as endogenous control, using the
primers (F): 5-CCCACCGTGTTCTTCGACAT-% and (R): 5'-
CCAGTGCTCAGAGCACGAAA-3. For bim, quantitative RT-PCR has been
previously described (17). All samples were performed in triplicate. The relative
expression ratio was calculated according to the equation of Pfaffl (18) using the
patient with the lowest mRNA level as reference for survivin and bim genes or the
XG6 cell line as reference for IL6 gene. Quantitative RT-PCR analysis was performed

with an Mx4000™ Multiplex Quantitative PCR System (Stratagene).

Subcellular fractionation
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XG6 clones were washed with ice-cold PBS, then incubated in hypotonic buffer
(bmM HEPES pH 7.4, 0.025M sucrose, 2mM EDTA, 2uM aprotinin, 0.4mM petabloc)
for 30 min on ice. Cells were disrupted with a dounce homogenizer, the lysate
obtained was centrifuged at 500g for 10 min to eliminate the nuclear pellet and
unbroken cells. The collected supernatant was centrifuged at 10000g for 15 min to
yield the mitochondrias from cytoplasmic extract. Mitochondrias were lysed in lysis
buffer as previouly described (9). Separation and preparation of nuclear extracts
were obtained with the NE-PERR Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagents

according to manufacturer’s instructions (Pierce).

Immunoblotting

Immunoblottting was performed as previously described (13). Revelation was
performed by standard techniques either with Super Signal detection (West Dura
Extended Duration Substrate, Pierce) using anti-Survivin from R&D systems
(Minneapolis, MN, USA) and anti-Noxa from Alexis Biochemicals (Lausen,
Switzerland) or with ECL detection (Pierce, Rockford, IL, USA) using anti-Mcl-1
(519) from Santa Cruz Biotechnology Inc. (Santa Cruz, CA, USA), anti-Bak, anti-
Puma, anti-PARP-1 from Calbiochem (Darmstadt, Germany), anti-XIAP, anti-cIAP-1,
anti-cIAP-2, anti-Bcl-x1, anti-Bad from BD Biosciences (San Jose, CA, USA), anti-Bcl-2
from Dako (Trappes, France), anti-Actin, anti-Bim from Chemicon International
(Temecula, CA, USA), anti-Tubulin from Amersham Biosciences (Piscataway, NJ,
USA), anti-CoxIV from Cell Signaling Technology (Danvers, MA, USA) and anti-Bax
from Immunotech (Marseilles, France). Protein loading was controlled with anti-

Actin.

Cell growth experiments

After two washes in PBS, XG6 clones were seeded in 48-well plate at 5.104 cells per
well without rhIL6 for 8 days. Growth curves were plotted based on the number of

viable cells as determined by eosin exclusion.

Tritiated ([3H]) thymidine incorporation assay
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After two washes in PBS, XG6 clones were seeded in 96-well plate in triplicate at 10*
cells per well without rhIL6 for 72h. Cells were pulsed with 1uCi of [*H]thymidine
during the last 8h of culture, harvested onto glass filters with an automatic cell
harvester (Perkin Elmer), and the uptake of [H]thymidine was monitored using a
1450 Microbeta Jet beta counter (Perkin Elmer). These experiments were done thrice

and a mean+SD of inhibition was presented.

Apoptosis experiments

After two washes in PBS, XG6 clones (10° cells/well) were cultured in 6-well plates
without rhIL6 for 8 days. Viability of clones was assessed by flow cytometry analysis
with AnnexinV-FITC/Propidium Iodure kit (Beckman Coulter, Marseilles, France)
thrice a week. Flow cytometry analysis was performed on a FACSCalibur using the

CELLQuest program (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA).

Subcutaneaous xenograft model in NOD/SCID mice

Four to 8-week old nonobese diabetic/severe combined immunodeficient
(NOD/SCID) mice were obtained from Charles River Laboratories (L” Arbresle,
France) and were housed and monitored at the core facility of the INSERM UMR601.
This facility is approved by the French Association for Accreditation of Laboratory
Animal Care and is maintained in accordance with the regulations and standards of
the INSERM institute and the French Department of Agriculture. Mice (n=22) were
inoculated subcutaneously (s.c.) into the right flank with 2x107 cells in 100ul of RPMI-
1640. Caliper measurements of the longest perpendicular tumor diameters were done
every week to estimate the tumor volume, using the following formula:
4n/3x(width/2)?x(length/2), representing the three dimensional volume of an
ellipse. Animals were sacrificed when their tumors reached 2cm or when the mice

became moribund.

Statistical analysis
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For statistical analysis, we used the non-parametric Mann-Whitney test for mice
experiments and for survivin mRNA expression in patients. The non-parametric
Spearman test was used to evaluate correlation between survivin and bimt mRNA in

patients.
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RESULTS

Characterization of Survivin overexpression in the human myeloma cell line XG6.

We recently observed that high expression of Survivin protein in primary myeloma
cells correlated with disease progression (13). In order to investigate the role of
Survivin overexpression in myeloma cells, the DNA coding for the human dominant
isoform of Survivin or the corresponding empty vector, were introduced in the
HMCL XG6 by nucleofection. This cell line was chosen because of its low basal level
of Survivin expression among HMCLs and its dependency on exogenous IL6 for its
growth (19).

XG6 subclones were selected and 3 Survivin overexpressing clones (Survivin clones :
52, 54 and S15) and 3 empty vector containing clones (Control clones : C3, C6 and C7)
were used for further studies. Survivin expression in clones was first assessed at
protein level by immunoblot analysis as shown in figure 1. Survivin levels were
highly and homogeneously increased in the 3 Survivin clones compared to Control
clones and reached those observed in the highest survivin expressing HMCLs (13).
As Survivin could be detected in various subcellular compartments in correlation
with its function, we wondered whether the overexpressed Survivin might be
preferentially located in the cell. Immunoblot analysis after subcellular fractionation
showed that overexpressed Survivin localized in nuclear, mitochondrial and
cytoplasmic enriched fractions in the same proportions as in Control clones,

indicating that ectopic Survivin was distributed as endogenous Survivin in the cell.

Survivin overexpression promoted IL6 dependence escape in the HMCL XG6.

We then evaluated the effect of Survivin overexpression on XG6 clones growth rates
in the absence of exogenous IL6. As previously described for the parental cell line
XG6, Control clones could not grow in the absence of IL6 (19). In contrast, Survivin
clones maintained their capacity to grow in IL6-deprived culture conditions (Figure
2A), even for longer period. Survivin acting in both cell proliferation and cell death
processes, we then attempted to dissect its effect during IL6 withdrawal. We first

observed that Survivin overexpression allowed a high rate of proliferation using H3-
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thymidine incorporation assay, in contrast to Control clones which almost stopped
proliferating (Figure 2B). This activating effect of Survivin on cell proliferation in the
absence of IL6 was confirmed by immunoblot analysis of the retinoblastoma protein
(Rb) that undergoes phosphorylation when cells enter in the cell cycle. Indeed
phosphorylated Rb was detected in Survivin clones after 48h of IL6 withdrawal and
not in Control clones (supplemental data, Figure S1). We then evaluated whether
Survivin might protect clones from apoptosis triggered by IL6 withdrawal. Data
presented in figure 2C clearly indicate that Control clones died over 5 days in
absence of exogenous IL6, in contrast to Survivin clones which maintained their
viability. The absence of caspase-3 cleavage in Survivin clones further confirmed the
absence of activation of apoptotic cascade in Survivin clones cultured without IL6 in
contrast to Control clones (supplemental data, Figure S2). According to these results,
Survivin clones acquired the capacity to proliferate and survive in vitro in the
absence of exogenous IL6, in the opposite to Control clones that died by apoptosis.

In attempt to identify the mechanisms involved in the acquired autonomous growth
of Survivin clones, we looked for a potential induction of autocrine IL6 loop in these
clones. Quantitative RT-PCR analysis indicated that IL6 mRNA levels were
equivalent in Survivin and Control clones. In the opposite, the human myeloma cell
line U266 already known for its autocrine IL-6 production (20), displayed a high level
of IL6 mRNA (Figure 2D). Moreover, decreased sensitivity to AG490, an inhibitor of
the IL6-activated JAK2/STAT-3 pathway, in Survivin clones compared to Control
clones or parental cell line functionally confirmed these observations (supplemental
data, Figure S3). These data definitively argue against an autocrine IL6 loop

appearing in Survivin clones.

Survivin clones developped tumors in the murine myeloma xenograft model.

XG6 clones were injected into the NOD/SCID mice to study their capacity to induce
tumor in vivo. Mice were injected subcutaneously in the right flanks either with
Control clones or Survivin clones. Tumor growth was monitored every week and
tumor volumes were evaluated by caliper measurement of the perpendicular longest

diameters. Of major interest, only mice injected with Survivin clones (n=10)
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developped a measurable tumor after a mean of 6.2 (4 to 8) weeks (Figure 3). In
contrast, no tumor could be detected in mice (n=12) injected with Control clones
during the experiment (20 weeks), as observed for the parental cell line XG6. The
human CD138 immunostaining demonstrated that tumoral cells were indeed human
myeloma cells (data not shown). Therefore, these results demonstrated that Survivin

overexpression confered tumorigenic potential to XG6 clones.

Survivin modulated the proapoptotic Bim expression.

We then focused on mechanisms involved in anti-apoptotic functions of Survivin
revealed during IL6 deprivation. We first observed a significant mitochondrial
depolarization using JC-1 dye in IL-6-deprived Control clones in contrast to Survivin
clones (supplemental data, Figure S4). We then screened XG6 clones for their
expression in pro- and anti-apoptotic proteins of both Bcl-2 and IAP families.
Interestingly, we evidenced that Survivin clones displayed much lower basal level of
the pro-apoptotic protein Bim in its three major isoforms (Figure 4A). In contrast, the
expression of other Bcl-2 family proteins either anti-apoptotic members, i.e. Bcl-2,
Bcl-xL, Mcl-1 or apoptotic effectors, i.e. Bax, Bak, or pro-apoptotic BH3-only
members Bad, Puma, Noxa, remained unchanged, as well as IAP proteins i.e. XIAP,
cIAP-1, cIAP-2. Importantly, we further demonstrated by quantitative RT-PCR that
the strong Bim decreased expression in Survivin clones was mainly linked to
transcriptional repression of its gene expression, since bim mRNA level was reduced
by half in Survivin clones compared to Control clones (Figure 4B). We then evaluated
Bim levels in IL6 withdrawn clones. As expected, in the absence of IL6, Bim protein
increased in both Control clones and Survivin clones. Nevertheless, without IL6, Bim
levels remained largely lower in Survivin clones than in Control clones. These data
indicate that Survivin repressed Bim expression in myeloma cells at least through
transcriptional regulation and limited the induction of Bim expression during IL6
deprivation. Bim repression by Survivin has been also evaluated in the human
embryonic kidney cell line HEK-293 and in the breast cancer cell line CAL51.
Importantly, as shown in figure 5, Survivin overexpression in these cells led to the

decreased Bim expression indicating that this effect was not cell type-restricted.
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High survivin gene expression correlated with short survival and low levels of bim

gene expression in patients with MM.

Given that Survivin overexpression appeared to favor myeloma cell growth, we
examined whether Survivin expression had a poor prognostic impact in patients
with MM. A comprehensive analysis of gene expression profiles (GEP) performed in
CD138 selected myeloma cells from a cohort of 250 newly diagnosed patients with
MM, allowed us to identify significant genes elevated in a high-risk group of patients
defined by early disease-related death (11). We observed that this high risk enriched
gene-signature contained a large array of genes involved in the mitotic network
activity, including survivin. To confirm this result, we performed quantitative RT-
PCR in a subgroup of patients predicted either at low-risk (n=10) or high-risk (n=12)
to quantify survivin gene expression in myeloma cells from these patients. This
analysis revealed that survivin mRNA was significantly upregulated in the high risk
group compared to the low risk group (p<0.01) (Figure 6A), thus comforting the role
of Survivin in the aggressiveness of the disease. Furthermore, in these patients, bim
gene expression was also evaluated. It appeared that survivin and bim gene
expressions were inversely correlated with significant parameters (r= -0.47, p=0.026)
(Figure 6B). These results strongly corroborate our results obtained in the HMCL

XG6 showing decreased Bim levels when Survivin was aberrantly expressed.
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DISCUSSION

Our present results indicate that Survivin might play a critical role in MM biology.
Indeed, we demonstrate here that Survivin overexpression contributes to myeloma
cell growth and survival both in vitro in the absence of their major growth factor IL6
and in vivo in NOD/SCID mice. Of major interest, we found out, for the first time,
that Survivin overexpression in various cell types associates with a low level of Bim,
the major pro-apoptotic factor involved in cytokine deprivation. Finally high
expression of Survivin in patients with MM correlates with high-risk disease defined
by short survival in a cohort of patients with MM at diagnosis and the inverse
correlation between Survivin and Bim expressions was confirmed in this cohort.

Our results provide evidence that Survivin overexpressing XG6 clones acquired the
capacity to proliferate and to survive in vitro in the absence of exogenous IL6, in
contrast to Control clones or the parental cell line, demonstrating that Survivin
overexpression overcame the IL6 dependence of these cells for their growth.
Moreover, quantitative RT-PCR experiments clearly indicate that IL6 mRNA levels
were unchanged in Survivin clones compared to Control clones, thus arguing against
the induction of an IL6 autocrine loop in these cells. The transition from IL6
dependent state to IL6 independent state is an important step in the malignant
progression in MM (21, 22) and unravelling the molecular mechanisms involved in
this process is of major interest. Our results suggest that Survivin may participate in
this process. Indeed, we previously showed that Survivin knockdown by RNA
interference in XG6 led to cell accumulation in G1 cell cycle phase (13), and our
present results strongly indicate that Survivin overexpression allowed the G1/S
transition in the absence of IL6. In line with these data, Suzuki et al demonstrated
that Survivin might play an important role in early cell cycle entry by activating both
Cdk4/cyclinD and Cdk2/CyclinE complexes linked to the release of their respective
inhibitors p21Wafl and p16™K4a from these complexes (23). Of note, activated mutants
of the oncogene Ras were also able to induce IL6-independent myeloma cell growth
(24). Since Ras mutants deregulate Survivin expression (25), it is tempting to

hypothesize that Ras status may interfere with IL6 dependence control via Survivin.

119



These aspects are under investigation in our model. Importantly, we further
demonstrate that forced expression of Survivin into myeloma cells contributed to
tumor development in an in vivo NOD/SCID xenograft model. This effect may be
related to the acquired IL6 independent status of Survivin clones because only IL6-
independent HMCLs led to tumor formation in this model (personal data). Survivin
overexpression has been yet involved in other models of stepwise carcinogenesis in
tissue-specific survivin transgenic mice (26-28).

Furthermore, our results indicate that Survivin protects myeloma cells from
apoptosis induced by IL6 deprivation through the regulation of the pro-apoptotic
protein Bim. Indeed, we observed that Survivin overexpression led to the strongly
decreased expression of Bim in various cell lines, mainly by downregulation of its
gene transcription. Many reports have demonstrated the pivotal role of Bim in
apoptosis triggering by cytokine deprivation in various cells (8, 29), especially in B
lymphocytes in which Bim functions as a tumor suppressor (30) and whose
deficiency cooperates with oncogenes such as c-Myc in leukemogenesis (31). In MM,
our laboratory has already highlighted the main role of Bim in controlling myeloma
cell apoptosis especially upon IL6 withdrawal (9). Moreover, reduced Bim levels in
myeloma cells showed significant reduction in sensitivity to apoptosis (32). For the
first time, our present data obtained in in vitro experiments and confirmed in tumors
from patients, argue for a link between Survivin level and bim transcription,
highlighting that Survivin participates in apoptosis control upstream of the
mitochondria. Many transcription factors, i.e. FoxO3A, AP-1, Myb, CHOP, SMAD4
or oncogenes such as c-Myc or E2F1 modulate bim gene expression (31, 33-36).
Moreover, a molecular mechanism based on decreased bim mRNA stability cannot be
excluded. Actually, Matsui et al described a chaperone/cochaperone complex
involving the Heat-Shock Cognate Protein 70 (Hsc70) appearing to be critical in bim
mRNA stabilization (37). Two recent reports also incriminate various microRNA
regulating bim expression (38, 39). Further experiments are currently performed to
define which factors might be involved in the regulation of bimm mRNA by Survivin.
Interestingly, we also show here that myeloma cells do express Survivin in the

mitochondrial compartment that appeared to be the most cytoprotective (5, 6). This
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may also contribute to counteract apoptotic pathway triggered by various stimuli
such as IL6 withdrawal, as observed in Survivin clones.

Finally, we recently found by gene expression profiling analysis performed on 250
newly diagnosed patients with MM treated with high dose-therapy, that a significant
gene set including survivin, was overexpressed in high risk patients characterized by
short survival (11). Our present results indeed demonstrate that Survivin
overexpression in MM cells tightly correlates with short survival in patients. Thus we
assume that Survivin level correlates with poor prognosis and might be considered
as a prognosis factor in MM. Our results corroborate those of Zhan et al (12) who
defined a high-risk gene signature including survivin gene linked to early disease-
related death in newly diagnosed patients (40). High Survivin expression in cancer
cells results from various pathways including oncogenes and/ or signalling pathways
deregulation as well as epigenetic events depending on cell types (4). In our opinion,
it would be of particular interest to unravel the mechanisms driving survivin gene
deregulation in myeloma cells. Finally, the inverse expression levels of survivin and
bim expressions in myeloma tumors should deserve great attention to define the
delicate balance between pro- and anti-apoptotic proteins that probably dictate cell
demise in MM.

Altogether, these data highlight the major role of Survivin in tumor progression that
may be related to its capacity to enhance cell cycle entry in tumoral cells and to
promote their survival in the absence of their growth factor, allowing accumulation
of genetic errors that is a hallmark of cancer cells (41) and of particular importance in
myeloma cells that display high genetic instability (42, 43).

On the basis of all these results, targeting Survivin might be particularly attractive for
new anti-myeloma interventions. Survivin antagonists currently in development
such as antisens oligonucleotides or small molecules akin to shepherdin (44) or
YM155 (45), should get substantial attention in MM and progress in the coming years

in cancer therapy.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: Survivin overexpression and localization in XG6 clones

(A) Survivin expression was assessed by western blotting analysis in XG6 parental
cell line, XG6 Control clones (C3, C6 and C7) and XG6 Survivin clones (52, S4 and
S15). Protein loading was controlled with anti-actin mAb. (B) Survivin localization
was evaluated by western blotting after subcellular fractionation of C3 Control clone
and S2 Survivin clones. Enrichment of fractions was verified by expression of PARP-
1 for nuclear fraction, COX IV for mitochondrial fraction and tubulin for cytoplasmic

fraction.

Figure 2: Survivin promoted IL6-dependence escape

XG6 clones were studied in absence of exogenous IL6 for (A) their cell growth by
eosin-counting over 8 days, (B) their proliferation by [*H] thymidine incorporation
assay and (C) their apoptotic index by annexinV /Pl staining over 8 days and analysis
by flow cytometry. In (A) and (B) : © G, * Co, [ C7,~4@2, Wsi @S5
Results were reproduced three times in independent experiments and a
representative one is presented. (D) Quantification of IL6 mRNA was performed by
quantitative RT-PCR in XG6 parental cell line, XG6 Control clones (C3, C6 and C7)
and XG6 Survivin clones (52, S4 and S15). U266 was a positive control. Results were

presented as representative experiment (n=3).

Figure 3: Survivin confered tumorigenicity to XG6 clones

XG6 parental cell line, XG6 Control clones (C3, C6 and C7) and XG6 Survivin clones
(52, S4 and S15) were inoculated subcutaneously in NOD/SCID mice. Tumor
formation and measurement were assessed every week for 20 weeks.

O 3, K Cp, OC7, -y Wsiy @ S15

The Wilcoxon statistical test was used.

Figure 4: Bim expression was decreased in Survivin clones mainly through

transcriptional repression
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(A) Expression of Bcl-2 and IAP families were investigated by western blotting
analysis. The pro-apoptotic BH3-only Bim protein was decreased in Survivin clones
both in basal condition (A) and in IL6 deprivation condition (C) compared to Control
clones. (B) Quantification of mRNA bim was performed by RT-qPCR in XG6 parental
cell line, XG6 Control clones (C3 and C6) and XG6 survivin clones (52 and S4).
Results were reproduced three times in independent experiments and the mean+SD

is presented.

Figure 5: Survivin overexpression led to low Bim level in non myeloma cell lines
Transient Survivin overexpression was performed in the human embryonic HEK-293
and the breast cancer CAL51 cell lines. Survivin and Bim levels were assessed by

immunoblot analysis.

Figure 6:

(A) High survivin expression significantly correlated to high-risk MM

Quantification of survivin mRNA was performed by quantitative RT-PCR in 22
patients with MM at diagnosis. Survivin related expression corresponds to a ratio
with RPL37A housekeeping gene. The Mann-Whitney statistical test was used.

(B) Survivin and bim expression inversely correlated in patients with MM
Quantification of bim mRNA was performed by quantitative RT-PCR in 22 patients
with MM at diagnosis. Bim related expression correspond to a ratio with cyclophilin
housekeeping gene. Correlation curve shows bim and survivin related expressions for

each patient. The Spearman statistical test was used.
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Figure 2
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Figure 4
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SUPPLEMENTAL FIGURE LEGENDS

Figure S1: Phosphorylated Rb was maintained in IL6-deprived Survivin clones

By western blotting analysis, phosphorylated Rb (P-Rb) protein level (antibody anti-
S807/811 P-Rb from Cell Signalling) was assessed in Survivin and Control clones
after 48 h of culture with or without IL6. Only Survivin clones maintained a stable

level of P-Rb after 48 h of IL6-deprivation in contrast to Control clones.

Figure S2: Cleaved Caspase-3 was undetectable in IL6-deprived Survivin clones

By western blotting analysis, Caspase-3 cleavage (antibody E-8 from Santa Cruz
Biotechnology Inc.) was assessed in Survivin and Control clones after 48 h of culture
with or without IL6. In contrast to Control clones, Survivin clones didn’t show

cleaved Caspase-3 after 48 h of IL6-deprivation.

Figure S3: Survivin clones were more resistant than Control clones to AG490
treatment

By flow cytometry analysis, the % of apoptotic cells was assessed by Apo2.7 staining
(Immunotech) of Survivin and Control clones after 24h of culture with 50uM of

AG490 (Alexis).

Figure S4: Mitochondrial integrity was preserved in IL6-deprived Survivin clones

By flow cytometry analysis, mitochondrial depolarisation was assessed by JC-1
staining (Calbiochem) in Survivin and Control clones after 72h of culture with
(empty histogram) or without IL6 (full histogram). JC-1 is a dye that can be used as
an indicator of mitochondrial depolarisation that is visualized by a decrease in red
fluorescence intensity. 10¢ cells are incubated for 20 min at 37°C with JC-1 at Spug/ml in

Hank’s balanced salt solution.
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Figure S1
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Figure S2
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Figure S3
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Figure S4
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES
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Expression de la protéine survivine dans le MM

L’étude descriptive de l'expression de la protéine survivine dans le MM fournit
plusieurs informations quant a [limplication de cette protéine dans la pathogenése
myéelomateuse. Tout d’abord, toutes les lignées cellulaires de MM expriment la protéine
survivine a un niveau détectable et similaire a celui observé dans des lignées de cancers
connues pour surexprimer la survivine. Dans les tissus sains chez I'adulte, I'expression de la
survivine est restreinte aux cellules proliférantes (Xia and Altieri 2006). Cependant, a taux de
prolifération similaire, les lignées de MM montrent des niveaux plus élevés de leur
expression de survivine en comparaison avec les lymphocytes B non tumoraux infectés in
vitro par le virus EBV. La méme observation est faite entre les plasmocytes primaires de
patients en rechute et les plasmocytes polyclonaux provenant d’une plasmocytose
réactionnelle ou obtenus par génération in vitro a partir de lymphocytes B mémoire
d’amygdale. L’expression de la survivine n’est donc pas simplement le reflet du taux de
prolifération cellulaire, mais également liée a la malignité intrinséque du MM. Ensuite,
d’aprés I'analyse de I'expression de la survivine dans les plasmocytes purifiés a partir des
prélevements de patients, nous avons montré que son niveau d’expression dans le MM
corrélait avec la progression de la maladie. D’ailleurs, un patient ayant été prélevé au
moment du diagnostic puis de la rechute illustre 'augmentation de I'expression de la
survivine (d’'un facteur 3) entre ces deux étapes. D’aprés cette étude, il semble que les
cellules primaires de MM au diagnostic expriment la survivine a des niveaux faibles voire
indétectables par cette technique. Néanmoins, le nombre de patients inclus dans cette étude
est restreint. Les plus forts niveaux d’expression de la survivine sont observés dans les
cellules myélomateuses obtenues a partir de prélevements extramédullaires et les lignées de
MM qui sont presque exclusivement établies a partir de tels prélevements. L’expression de la

survivine dans le MM augmente donc avec I'aggravation de la maladie.

L’étude du transcriptome des plasmocytes primaires de 250 patients de MM au
diagnostic, réalisée au laboratoire, a permis d’approfondir notre compréhension de la
dérégulation de I'expression de la survivine dans le MM. D’apreés cette étude, moins de 10%
des patients expriment la survivine des le diagnostic. De fagon intéressante, les deux tiers de
ces patients font partie d’'un groupe de mauvais pronostic défini par une survie globale
écourtée (moins de 3 ans) et caractérisé par une signature de génes impliqués dans la
régulation de la stabilité génétique et le cycle cellulaire (Decaux, JCO, sous presse). Une
étude similaire sur une plus grande cohorte détermine un classement des patients de MM
selon sept groupes identifiables par leur signature moléculaire. Le groupe de plus mauvais

pronostic est associé a un index de prolifération élevé et caractérisé par la surexpression de
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génes que nous retrouvons pour la plupart dans notre set de genes impliqués dans la
régulation de la stabilité génétique, c’est le cas du géne survivine (Zhan et al. 2006). Nos
travaux indiquent que I'expression de la survivine montre une hétérogénéité dans le MM. Elle
peut étre présente dés le diagnostic ou elle pourrait jouer un réle dans 'oncogenése initiale
et accélérer le processus évolutif de la tumeur (survie écourtée et chimiorésistance).
Néanmoins, dans la majorité des cas, la dérégulation de son expression semble intervenir
dans I'évolution de la maladie, comme c’est le cas pour les oncogénes Ras et c-Myc ou
encore le suppresseur de tumeur p53. D’ailleurs, ces différents facteurs sont impliqués dans
la dérégulation de I'expression de la survivine dans d’autres modéles de cancers (Cosgrave
et al. 2006) (Sarthy et al. 2007) (Raj et al. 2008). L’étude des causes de I'expression
aberrante de la survivine dans le MM serait certainement utile pour mieux comprendre la
pathogenése de cette tumeur. Il serait intéressant de déterminer la participation de Ras, c-
Myc et p53 dans I'expression de la survivine chez patients de MM. Dans nos lignées, seul le
statut p53 semble corrélé avec le niveau d’expression de la survivine. Aucune corrélation
avec le type de translocation impliquant le locus IGH n’a pu étre mise en évidence. Le géne
survivine ayant un promoteur riche en CG, son statut de méthylation serait également a
expertiser (Li and Altieri 1999). Des mécanismes moléculaires impliquant notamment la
méthyltransférase DNMT1 (« DNA methyltransferase ») dans la répression de la
transcription du géne survivine par p53 sont maintenant bien décrits (Esteve et al. 2005;
Esteve et al. 2007).

L’étude par cytométrie en flux est particulierement adaptée a I'étude des hémopathies
malignes car elle permet d’éviter I'étape souvent limitante de purification des cellules
tumorales. Le nombre de prélévements analysables serait alors plus important et permettrait
d’analyser I'expression de la protéine survivine en fonction de I'hétérogénéité phénotypique
de la tumeur. Par exemple, il serait intéressant d’expertiser son niveau d’expression selon
I'expression du CD45 qui sépare la tumeur myélomateuse en deux compartiments : le
compartiment CD45" correspond a la fraction la plus proliférante et sensible aux traitements,

tandis que le compartiment CD45"9/™bee

constitue une fraction moins proliférante, mais plus
chimiorésistante (Bataille et al. 2003). Sa prédominance dans I'un ou l'autre de ces deux
fractions pourrait nous aider a comprendre plus précisément son role dans I'évolution de la
tumeur. Cependant, nous n’avons pas pu réaliser cette étude car nous avons rencontré des
obstacles techniques par un manque de sensibilit¢ de I'anticorps commercialisé pour sa

détection par cytométrie en flux.

La compartimentation subcellulaire apparait étre un élément crucial dans la fonction

de la survivine. L’étude de sa localisation subcellulaire au sein de plasmocytes primaires par
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immunofluorescence ou immunohistochimie permettrait d’évaluer ce parameétre. Des
résultats préliminaires en immunohistochimie montrent que les biopsies ostéomédullaires
d’'une série de 9 patients montrent tous une expression tumorale de la survivine. En
moyenne, 40% des plasmocytes tumoraux de ces biopsies expriment la survivine, celle-ci
est presque exclusivement localisée dans le cytoplasme (Collaboration avec N. Giuliani,
Parme, Italie). Cependant, une étude similaire en immunohistochimie incluant 11 patients de
MM révele que seules les deux tiers des biopsies ostéomeédullaires présentent une
expression de la survivine et que celle-ci se trouve majoriairement dans le noyau des
plasmocytes malins (Grube et al. 2007). Ces résultats divergents peuvent probablement étre
expliqués par l'utilisation d’anticorps différents pour ces deux études, comme cela avait été
évoqué par Li (Li et al. 2005a). Une plus grande série de patients devra aussi étre analysée

pour conclure a ce sujet.

Réle de la survivine dans la croissance de la tumeur myélomateuse

L’expression de la survivine est associée a I'évolution de la maladie et a un mauvais
pronostic chez les patients atteints de MM. Afin d’identifier 'implication de la survivine dans
les processus cellulaires tels que la prolifération, la survie, la tumorigénicité ou la
chimiorésistance, nous avons développé des outils permettant la modulation de son
expression et I'étude de ses conséquences fonctionnelles. Deux stratégies ont été mises au
point : la diminution de son expression par ARN interférence au moyen d’'une méthode
lentivirale et la surexpression de son expression par la technique de nucléofection. La forte
apoptose spontanée des plasmocytes primaires ex vivo exclut la faisabilité de ces
techniques sur de telles cellules. Les lignées de MM ont donc été utilisées pour I'étude

fonctionnelle de la survivine.

La diminution de I'expression de la survivine par ARN interférence dans deux lignées
de MM (XG1 et XG6) entraine une réduction de leur croissance cellulaire associée a une
apoptose spontanée et un arrét dans leur cycle cellulaire. Les deux lignées de MM utilisées
expriment un niveau basal différent en survivine, XG6 exprimant plus faiblement la survivine
gue XGL1. Leur expression est diminuée de moitié par ARN interférence. La réduction de
'expression de la survivine inhibe la croissance cellulaire et la survie dans les deux lignées
contrairement aux défauts du cycle cellulaire qui varient entre les deux. De plus, la

surexpression de la survivine dans la lignée XG6 (niveau basal faible) ne confere pas
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d’avantage de croissance en condition normale de culture, mais s’accompagne d’une survie

et d’'une prolifération prolongées en cas de privation en IL6.

Roéle de la survivine dans le cycle cellulaire

La diminution de I'expression de la survivine dans la lignée XG1 entraine un arrét de
son cycle en mitose, principalement en prométaphase, ainsi qu’une apparition de cellules
polyploides, aux noyaux de taille augmentée. Dans la lignée XG6, la polyploidie n’est pas
observée, les cellules sont bloquées en phase G0/G1 du cycle cellulaire. L’absence ou la
présence de polyploidie pourrait étre expliquée par leur statut p53 différent, XG6 possédant
une protéine p53 sauvage et fonctionnelle contrairement & XG1 (Figure S1). La diminution
de I'expression de la survivine dans la lignée XG1 entraine les mémes effets sur le cycle
cellulaire que dans la lignée HelLa (p53 non fonctionnelle), trés souvent utilisée pour les
études fonctionnelles de la survivine (Li et al. 1999). Nous-méme avons observé une
polyploidie massive lors de la diminution de I'expression de la survivine dans la lignée HelLa.
Une étude comparant I'effet de siRNA survivine sur le cycle des cellules HCT116 p53** et
p53” montre que les cellules dépourvues de p53 ne sont plus capables de s’arréter en
phase G2/M et deviennent polyploides (Beltrami et al. 2004). De méme, la diminution de
I'expression de la survivine dans les cellules HCT116 p21™ entraine une forte polyploidie,
absente des cellules HCT116 p21**(Beltrami et al. 2004). Il semble que les protéines p53 et
p21 soient nécessaires au blocage du cycle cellulaire lorsque I'expression de la survivine est
diminuée par ARN interférence. Cependant, pour une partie des cellules XG1 et Hela, la
réduction de I'expression de la survivine entraine tout de méme un arrét en G2/M. Ceci est
probablement di a la perturbation de la fonction du complexe CPC (« chromosomal
passenger protein »), auquel participe la survivine, qui entraine un défaut de condensation
des chromosomes souligné par l'arrét des cellules en prométaphase, et un défaut de
cytokinése pour les cellules qui seraient bloquées transitoirement et subiraient une

endomitose.
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Figure S1: Fonctionnalité de la protéine p53 dans les lignées de MM
Les lignées XG6 et XG1 sont traitées par la
doxorubicine (Doxo, 1uM) ou le melphalan
(Mel, 20uM pour XG6 et 50uM pour XG1)
pendant 2 heures, puis lavées et remises

en culture pendant 24 heures en condition

normale. Par western blot, on observe une
induction de I'expression de la protéine p53
sous leffet de ces deux drogues
génotoxiques, ce qui conduit a une
augmentation de I'expression des protéines
p21 et Noxa dans la lignée XG6, au contraire de la lignée XG1. L’'augmentation de Noxa dans XG1
semble plutot liée a la mortalité induite par le melphalan indépendamment de p53. La protéine p53
serait donc fonctionnelle dans la lignée XG6 contrairement a XG1. Une étude génomique a confirmé

le statut sauvage de la p53 dans la lignée XG6, alors que XG1 montre une p53 mutée.

En ce qui concerne la lignée XG6, la réduction de I'expression de la survivine
n’entraine ni polyploidie, ni arrét en phase G2/M. L’effet visible est un blocage des cellules
XG6 en phase G0/G1, la survivine serait donc impliquée dans I'entrée dans le cycle cellulaire
et la transition G1/S. La prolifération de la lignée XG6 est fortement dépendante de I'apport
exogéne en IL6 contrairement & celle de la lignée XG1 (données personnelles). Nous
observons que la surexpression ectopique de la survivine dans la lignée XG6 lui permet de
proliférer en absence d’IL6. Nos résultats mettent en évidence le réle de la survivine dans la
transition G1/S des plasmocytes malins, et corroborent ceux montrés dans les précurseurs
hématopoiétiques et lymphocytes T murins (Fukuda et al. 2002) (Song et al. 2007).
L’expression aberrante de la survivine peut donc surseoir la nécessité des facteurs de
croissance pour la transition G1/S de la lignée XG6. La protéine Rb est d’ailleurs
phosphorylée malgré I'absence d’IL6 dans la lignée XG6 qui surexprime la survivine. Ces

données soulignent le réle oncogénique de la protéine survivine.

Réle de la survivine dans la survie

Lorsque I'expression de la survivine est diminuée par ARN interférence, I'apoptose
spontanée est induite dans les mémes proportions dans les lignées XG1 et XG6, malgré leur
statut p53 différent. Nos résultats sont en accord avec plusieurs études qui montrent que la
protéine p53 ne participe pas a l'apoptose induite par I'extinction de I'expression de la
survivine (Beltrami et al. 2004). Ces deux lignées expriment fortement 'oncogene c-Myc, leur

survie pourrait alors dépendre de I'expression de la survivine. En effet, plusieurs lignées de
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cancer dont certaines de MM ayant une dérégulation de I'oncogéne c-Myc montrent une
forte dépendance a I'expression de la survivine pour leur survie comme peut le révéler leur
sensibilité importante aux inhibiteurs de Cdkl (Goga et al. 2007). Dans notre étude, la
mortalité observée s’accompagne de I'activation de la Caspase-3 et du clivage de la protéine
PARP-1. Au laboratoire, nous avons expertisé les interactions moléculaires de la survivine
dans une série de lignées de MM par immunoprécipitation, et n‘avons observé aucun
complexe entre la survivine et les Caspases-3 et -9. Ceci est en accord avec la résolution de
sa structure cristalline ainsi que des approches acellulaires qui semblent définitivement
éliminer la capacité de I'unique domaine BIR de la survivine a se lier de fagon stable aux
caspases et a en inhiber leur activation et/ou activité (Verdecia et al. 2000). En effet, le
domaine BIR de la survivine n’est pas précédé des quelques acides aminés absolument
nécessaires a la liaison directe de XIAP avec les caspases. En revanche, nous avons
observé un complexe entre la survivine et XIAP dans plusieurs lignées de MM a I'état basal
(Figure S2). Des études ont rapporté I'existence de ce complexe et démontrent son
implication dans la protection de XIAP vis-a-vis de sa dégradation protéosomale (Dohi et al.
2004b) (Arora et al. 2007). Seule la survivine libérée a partir de la mitochondrie est non
phosphorylée sur son résidu sérine 20 et peut interagir avec XIAP (Dohi et al. 2007). Il serait
utile d’expertiser la libération de la survivine mitochondriale et sa phosphorylation dans les
lignées de MM sous I'effet de différents stimuli apoptotiques. Au laboratoire, la protéine XIAP
a été étudiée et notamment impliqguée dans la chimiorésistance des lignées de MM et la
tumorigenese dans un modele murin en xénogreffe sous cutanée (Desplanques, manuscrit
en préparation). De plus, la survivine pourrait également former un complexe avec
Smac/DIABLO dans le cytoplasme afin de libérer XIAP (Song et al. 2004) ou alors
directement le séquestrer dans la mitochondrie (Ceballos-Cancino et al. 2007). Un
hétérotrimére entre la survivine, XIAP et XAF-1 a également été rapporté (Arora et al. 2007).
D’une facgon plus générale, les interactions de la survivine avec XIAP, Smac/DIABLO et XAF-

1 devront donc étre expertisées dans les lignées de MM.

IP survivine Figure S2 : Complexe survivine-XIAP

c3 S2 | et survivine-Bax au cours de la

privation en IL6

Privation L6 (h) 0 43 - 0 43 e Les cellules XG6 « contrdle » (C3) et

WB XIAP b- . B S | exprimant la survivine  de  fagon

ectopiqgue (S2) sont cultivées en

et 72h). La protéine survivine est immunoprécipitée a partir des cellules C3 et S2 avec un anticorps

anti-survivine (Santa Cruz Biotechnology). Les complexes avec XIAP ou Bax sont révélés par western

blot avec un anticorps anti-XIAP ou Bax, respectivement.
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Néanmoins, dans notre étude, linduction de I'apoptose par la diminution de
l'expression de la survivine est modeste (environ 25%). Il faut rappeler que I'ARN
interférence ne permet qu’'une diminution de son expression et non une extinction compléte.
De plus, la fraction cytoplasmique de survivine, impliquée plus spécifiquement dans la survie
cellulaire, serait plus résistante a 'ARN interférence par rapport a sa fraction nucléaire
(Beltrami et al. 2004). D’ailleurs, une étude a montré que la survivine est naturellement plus
vulnérable dans le noyau (Connell et al. 2008). Il serait intéressant d’évaluer I'efficacité de la
diminution de I'expression de la survivine dans les différents compartiments subcellulaires au
sein des lignées XG1 et XG6.

Roéle de la survivine dans la chimiorésistance

La diminution de I'expression de la survivine entraine 'augmentation de la sensibilité
des lignées XG1 et XG6 a leffet de différentes drogues utilisées dans le traitement
conventionnel du MM : doxorubicine (inhibiteur des topoisomérases Il), melphalan (alkylant)
et dexaméthasone (glucocorticoide). La sensibilisation aux drogues génotoxiques,
doxorubicine et melphalan, souligne une implication potentielle de la survivine dans la
réponse au dommage a 'ADN. Suite a un dommage a 'ADN, la kinase Chk2 pourrait étre
impliquée dans la libération de la survivine mitochondriale a I'origine d’'un message de survie
probablement nécessaire a la cellule afin de réparer son ADN (Ghosh et al. 2006). Nos
résultats suggérent que I'expression aberrante de la survivine dans le MM pourrait participer
a la chimiorésistance fréquemment observée. Une étude récente de I'expression des
membres de la famille des IAP chez les patients atteints de MM a notamment révélé une
association entre 'augmentation de I'expression de la survivine et la résistance au traitement
(Nakagawa et al. 2006). En accord avec ces données, nous émettons I'hypothese que
l'inhibition de la survivine pourrait améliorer I'effet des traitements conventionnels du MM. En
ce qui concerne les nouveaux traitements du MM, I'expression de la survivine semble
pouvoir étre augmentée par le bortézomib, ce qui pourrait participer a la résistance observée
chez certains patients (Hideshima et al. 2007). La périfosine, un inhibiteur de Akt, diminue
I'expression de la survivine et donne de bons résultats in vitro en association avec le
bortézomib, mais aussi avec la doxorubicine, le melphalan et la dexaméthasone (Hideshima
et al. 2007).
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Rdle dans la tumorigenése et I'évolution de la tumeur

Lorsque la lignée XG6 surexprime la survivine de fagon ectopique, elle devient
résistante a la privation en IL6 (son facteur de croissance majeur), en terme de croissance
cellulaire, prolifération et survie. Ces phénomeénes ne sont pas associés a I'induction d’'une
boucle autocrine en IL6 vérifiée par PCR quantitative en temps réel, ou a I'activation
constitutive de la voie JAK2/STAT3 évaluée par western blot anti-STAT3 phosphorylé en
tyrosine 705 (Figure S3). Au contraire, précédemment, I'activation intrinséque de la voie
JAK2/STAT3 avait été impliquée dans I'évolution du MM vers l'indépendance a I'lL6 (Rawat
et al. 2000) (Jourdan et al. 2005). Néanmoins, dans notre étude, I'indépendance vis-a-vis de
la signalisation JAK2/STAT3 est renforcée par le fait que la surexpression de la survivine
entraine une réduction de la sensibilité de la lignée XG6 a I'effet de ’'AG490, un inhibiteur de
JAK2. Une forte expression de la survivine semble donc se substituer a la nécessité de
l'activation de cette voie de signalisation qui constitue une voie de survie majeure dans le
MM notamment a travers I'expression de Mcl-1 (Puthier et al. 1999) et Bcl-y_ (Catlett-Falcone
et al. 1999). Cependant, STAT3 agit également sur I'expression de la survivine. Dans le MM,
linhibition de STAT3 entraine une diminution de I'expression de la survivine (Pathak et al.
2007). De plus, I'lL6 qui active principalement la voie JAK2/STATS3, induit I'expression de la
survivine dans la plupart des lignées de MM (données personnelles). D’ailleurs, STAT3 a été
démontré comme un facteur de transcription du géne survivine dans le cancer du sein
(Gritsko et al. 2006). L'expression ectopique de la survivine dans la lignée XG6 supplée la

voie JAK2/STATS3 et permet son échappement in vitro a la dépendance en IL6.

Figure S3: Phosphorylation
des protéines STAT3 et
ERK1/2

Les cellules XG6 « contrble »

(C3) et exprimant la survivine
de facon ectopique (S2 et S4)
sont cultivées en présence ou
en absence d'IL6 pendant 36h.
Par western blot, les niveaux de
phosphorylation de la protéine STAT3 (tyrosine T705) et des protéines ERK1/2 sont révélés. La
phosphorylation de STAT3 est perdue en absence d’IL6 au contraire de ERK1/2. Cependant, on ne

remarque aucune différence entre C3, S2 et S4.

De plus, les lignées de MM dépendantes de l'apport exogéne en IL6 pour leur

croissance ne semblent pas capables d’induire la formation d’une tumeur dans le modéle de
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souris NOD-SCID en xénogreffe sous-cutanée (données non publiées). C’est le cas de la
lignée cellulaire XG6 qui a servi dans notre étude. En revanche, la surexpression de la
survivine dans cette lignée entraine sa tumorigenicité puisqu’elle devient capable d’induire
une tumeur myélomateuse chez la souris immunodéprimée. La survivine peut donc étre
considérée dans ce cas comme un véritable oncogéne. L'étude de I'expression de différents
marqueurs membranaires a révélé une augmentation de I'expression de la molécule de
surface ICAM-3 sur les cellules XG6 surexprimant la survivine (Figure S4). ICAM-3 a été
décrit comme participant a la progression tumorale in vitro, notamment dans la prolifération
cellulaire (Kim et al. 2006) et la résistance a la radiothérapie (Chung et al. 2005). Nous
n'avons pas réussi a démontrer I'implication de ICAM-3 dans la croissance cellulaire in vitro,
ses ligands (LFA-1 et DC-SIGN) n’étant pas exprimés. Néanmoins, nous n’excluons pas une
participation in vivo de I'expression de la molécule ICAM-3 dans la formation de la tumeur
chez la souris. Des travaux supplémentaires seraient nécessaires pour évaluer cette

hypothése.

Figure S4 : Expression de la molécule de surface ICAM-3
Les cellules XG6 « contrble » (C3 et C6) et exprimant la survivine de facon ectopique (S2 et S4) sont

analysées en cytométrie de flux pour leur expression membranaire de ICAM-3.

Dans la moelle osseuse, la tumeur est dépendante des interactions avec le stroma
qui lui transmet des signaux de survie et de prolifération, notamment par la sécrétion d’IL6.
La forte expression de la survivine pourrait permettre aux cellules myélomateuses de
s’affranchir de cette dépendance a I'environnement médullaire et de disséminer vers des
sites extramédullaires. Ces données sont en accord avec la corrélation que nous avons

observé par western blot entre I'expression de la survivine et I'évolution de la maladie.
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Corrélation inverse entre I'expression de la survivine et celle de Bim

L’expression ectopique de la survivine permet a la lignée XG6 de survivre en
absence d'IL6. Cet avantage de survie est associé a une protection de l'intégrité de la
mitochondrie méme en condition de privation en IL6 (marquage JC-1 qui évalue la
polarisation de la membrane mitochondriale). Au laboratoire, le réle de plusieurs membres
de la famille Bcl-2 a été étudié de maniére approfondie dans la physiopathologie du MM. La
protéine anti-apoptotique Mcl-1 est essentielle pour la survie de la tumeur myélomateuse
(Derenne et al. 2002) et la protéine pro-apoptotique Bim (« BH3-only ») I'est pour la mort
induite notamment au cours de la privation en IL6 des cellules de MM (Gomez-Bougie et al.
2004). La famille Bcl-2 montre son importance dans la régulation de la perméabilisation de la
membrane mitochondriale externe des cellules de MM, notamment a travers I'équilibre du
complexe Bim-Mcl-1 (Gomez-Bougie et al. 2005) (Gomez-Bougie et al. 2007). Une étude
récente a montré une relation entre la survivine et Bcl-2 (Vogel et al. 2007). Dans notre
étude, nous avons constaté que seule I'expression de la protéine Bim, parmi les protéines de
la famille Bcl-2 testées, est réduite de facon importante lorsque la survivine est surexprimée
dans XG6. En effet, les trois isoformes d’épissage, Bim-EL, Bim-L et Bim-S, sont presque
indétectables en western blot dans ces cellules au contraire de la lignée parentale. Leur
expression reste inductible sous l'effet de la privation en IL6, comme cela été montré
précédemment (Gomez-Bougie et al. 2004). Cependant, cette induction reste trés modeste
dans les cellules XG6 exprimant fortement la survivine, ce qui expliquerait leur résistance a
la privation en IL6. Nos résultats suggérent que le niveau d’expression de la survivine

influence la régulation de I'expression de Bim.

Régulation transcriptionnelle de Bim

Par PCR quantitative en temps réel, nous avons montré que les ARNm bim sont
diminués de 50% dans les cellules XG6 surexprimant la survivine. De fagon importante, par
la méme technigue, nous avons également démontré une corrélation inverse entre les
niveaux en ARNm survivine et bim dans un échantillon de la cohorte de 250 patients au
diagnostic. Cette observation appuie la pertinence de notre étude in vitro et souligne
limportance de nos résultats. En effet, les patients au diagnostic qui expriment la survivine
font partie d’'un groupe de mauvais pronostic, nous montrons que ce sont également ceux
gui expriment les niveaux les plus faibles de Bim. La protéine Bim est considérée comme un
suppresseur de tumeur notamment au sein des lymphocytes B et sa déficience peut

coopérer avec la dérégulation d’'oncogénes dans la lymphomagenése (Egle et al. 2004).
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Dans le MM, la diminution de I'expression de Bim entraine une réduction de la sensibilité a
'apoptose (Del Gaizo Moore et al. 2007). Pour la premiere fois, nous avons démontré que la
balance entre la survivine et Bim influence la croissance cellulaire in vitro en absence d’IL6

et le pronostic des patients atteints de MM.

Nos résultats issus d’expériences réalisées In vitro ou sur la tumeur myélomateuse,
montrent que la survivine est donc a l'origine d’'un mécanisme qui agit soit sur la transcription
du géne bim, soit sur la stabilité de ses ARNm. La survivine n’est pas un facteur de
transcription, son effet est certainement indirect. De nombreux facteurs de transcription
comme FoxO3A, AP-1, Myb, CHOP, SMAD4, c-Myc ou E2F1 peuvent intervenir dans
l'expression du géne bim (Egle et al. 2004) (Dijkers et al. 2000) (Biswas et al. 2007)
(Puthalakath et al. 2007) (Ramjaun et al. 2007). De plus, la stabilitt des ARNm bim semble
constituer un facteur important pour son expression. En effet, la protéine chaperonne Hsc-70
(« heat shock cognate protein 70 ») serait essentielle dans la stabilité des ARNm bim (Matsui
et al. 2007). Des expériences supplémentaires devront étre menées afin de découvrir le ou
les mécanismes impliqués dans la diminution de I'expression de Bim par la forte expression
de la survivine. Nous pourrions expertiser le niveau d’expression de ces différents facteurs

de transcription ainsi que I'effet de leur extinction sur I'expression de Bim.

Régulation post-traductionnelle de Bim

La régulation post-traductionnelle de Bim est également importante pour son niveau
d’expression. La voie de signalisation ERK1/2 a l'origine de la phosphorylation de Bim
entraine sa dégradation par le protéasome (Ewings et al. 2007). Cependant, nous n’avons
pas observé de plus forte activation de cette voie dans les cellules XG6 qui expriment la
survivine de fagon ectopique (Figure S3). Néanmoins, lorsque la survivine est surexprimée,
les formes ubiquitinylées de la protéine Bim sont plus visibles en western blot (Figure S5). La
protéine Bim est donc probablement plus vulnérable a sa dégradation par le protéasome. Au
laboratoire, il avait été montré que les protéines Bim et Mcl-1 se protégeaient mutuellement
de leur dégradation protéosomale en formant un complexe dans les cellules de MM a I'état
basal (Wuilleme-Toumi et al. 2007). Effectivement, dans notre étude, la diminution de la
protéine Bim semble liée a une Iégere diminution de la protéine Mcl-1. Il serait nécessaire de
vérifier I'expression de Mcl-1 par PCR afin dévaluer une éventuelle régulation
transcriptionnelle de son géne. Aucune interaction physique entre la survivine et les
protéines Bim, Mcl-1, Bcl-x. et Bcl-2 n’a pu étre mise en évidence par immunoprécipitation

(données personnelles). La survivine peut étre associée aux microtubules grace a son

149



extrémité C-terminale en hélice a tout au long du cycle cellulaire (Li et al. 1998). Ainsi, elle
peut fonctionner comme une protéine adaptatrice, son domaine BIR lui permettant d’interagir
avec d’autres protéines. La protéine Bim peut elle aussi s’associer au cytosquelette, elle y
est séquestrée et n’est ainsi plus capable de participer a linduction de I'apoptose.
L’expression ectopique de la survivine dans XG6 pourrait peut-étre déplacer cet équilibre,
conduisant Bim vers le protéasome. Cependant, Bim semble peu associé au cytosquelette
dans les cellules de MM (Gomez-Bougie et al. 2005).

Figure S5 : Ubiquitination de la protéine Bim
Les cellules XG6 « contrdle » (C3) et exprimant la

survivine de facon ectopique (S2) montrent des

QuickTime™ et un niveaux différents de la protéine Bim (BimEL(Input)).
décompresseur TIFF (non compressé) . . . L . N
sont requis pour visionner cette image. La protéine Bim est immunoprécipitée (BImEL(IP)) a

partir des cellules C3 et S2. Les formes ubiquitinylées
de Bim ((Bim)UB) sont révélées par western blot avec
un anticorps anti-Ubiquitine (Santa Cruz

Biotechnology).

En revanche, nous avons mis en évidence une association entre la survivine et la
protéine pro-apoptotique Bax par immunoprécipitation dans les lignées de MM (Figure S2).
Dans les cellules XG6 qui expriment la survivine de fagcon ectopique, ces deux protéines
forment un complexe stable au cours de la privation en IL6 contrairement aux cellules XG6
contrble. In vitro, 'expression ectopique de la survivine est associée a une diminution de
l'activation de Bax dans la lignée HelLa (Vogel et al. 2007). In vivo, les cellules hépatiques
des souris hétérozygotes survivine*” montrent une augmentation du niveau protéique de Bax
(Conway et al. 2002). Le rble majeur de la protéine Bax dans la perméabilisation
mitochondriale nous encourage a évaluer I'impact fonctionnel de ce complexe survivine-Bax
dans les cellules de MM. La survivine pourrait jouer un réle dans la séquestration de Bax,

mais ceci reste a élucider.

L’ensemble de nos résultats montrent que la survivine participe a 'oncogenése du
MM. En effet, son niveau d’expression, fréquemment dérégulé dans le MM, corréle avec
'évolution de la maladie et le pronostic des patients. L’efficacité des traitements semble

également influencée par son expression. La balance entre la survivine et Bim est
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probablement déséquilibrée de facon importante dans les cellules myélomateuses
notamment au moment de leur dissémination vers des sites extramédullaires. La réalisation
de profils d’expression génique accompagnés de tests « BH3 profiling » serait un atout
majeur pour déterminer les patients de MM a risque et établir la meilleure stratégie
thérapeutique adaptée a chaque cas. Par exemple, une tumeur ayant un faible niveau de
protéine Bim, a cause d’'une expression anormale de survivine, sera probablement résistante
aux thérapies ciblant la voie mitochondriale de 'apoptose (Letai 2008). Cependant, on peut
imaginer que cette situation puisse étre réversible par des inhibiteurs de la survivine. La
survivine pourrait donc trés probablement servir de cible thérapeutique efficace en
association avec d’autres drogues dans le traitement de certains patients atteints de MM.
Différentes molécules ciblant la survivine sont actuellement testées en clinique, comme un
oligonucléotide antisens (ASO) ou un inhibiteur de sa transcription (YM155) (Altieri 2008).
D’ailleurs, le YM155 est depuis peu en essai clinique dans le traitement des patients atteints
de lymphomes B diffus a grandes cellules (patients réfractaires ou en rechute). Il serait
intéressant de tester son association avec des drogues génotoxiques ou le bortézomib dans
le traitement du MM. Enfin, d’autres approches pourrait étre choisie pour cibler les cellules
myélomateuses exprimant la survivine de facon anormale. En effet, il a été démontré que
limmunogeénicité de l'antigéne survivine pouvait constituer un atout en I'immunothérapie
chez les patients de MM (Grube et al. 2007).
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ANNEXE 1 : ARTICLE

Article intitulé « Canonical nuclear factor kappaB pathway inhibition blocks
myeloma cell growth and induces apoptosis in strong synergy with TRAIL ».
Clinical Cancer Research, 2007 Oct 15;13(20):6010-8.

La voie NF-xB est constitutivement activée dans plus de 80% des tumeurs
myélomateuses dés le diagnostic, soit par le soutien du stroma médullaire, soit par des
mutations pouvant affecter différents effecteurs et régulateurs de cette voie dans les
plasmocytes malins (Annunziata et al. 2007) (Keats et al. 2007). De plus, la voie NF-xB a été
impliquée dans la croissance cellulaire et la chimiorésistance du MM (Hideshima et al. 2002;
Hideshima et al. 2006) (Sanda et al. 2005). Les voies canonique et alternative semblent
toutes deux moduler la réponse aux traitements des patients de MM (Gilmore 2007). La
recherche et I'expertise d’inhibiteurs spécifiques de ces voies sont donc nécessaires pour

améliorer I'efficacité des traitements actuels, notamment par leur utilisation en association.

L’AS602868 bloque I’activation de la voie NF-xB canonique et la croissance

cellulaire dans le MM

L’AS602868 est un inhibiteur pharmacologique de la kinase IKK2 développé par
Merck Serono International SA. Précédemment, la spécificité de cet inhibiteur avait été
démontrée (Frelin et al. 2003) et son potentiel apoptotique révélé dans la leucémie myéloide

aigue (Frelin et al. 2005).

Nous avons testé l'efficacité de cet inhibiteur sur des lignées de MM. Par ELISA,
nous avons montré que la translocation nucléaire de la sous-unité p50 du facteur de
transcription NF-xB sous l'effet du TNFa était efficacement inhibée par 'AS602868.
L’induction de I'expression de la molécule de surface ICAM-1 par le TNFa est également
bloquée par cet inhibiteur. L’AS602868 permet donc d’inhiber la voie NF-«B induite par le
TNFo et révéle dailleurs une forte apoptose en association avec le TNFa sur plusieurs
lignées de MM. La croissance cellulaire de plus de 15 lignées de MM testées et de cellules

primaires myélomateuses est réduite par IAS602868. Ceci est expliqué par le blocage de la
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prolifération cellulaire et l'induction de I'apoptose par 'AS602868. Nos résultats sont en
accord avec ceux de I'équipe de Bernard Klein qui a également testé I'effet in vitro de cet
inhibiteur sur les lignées de MM (Jourdan et al. 2007). Nous avons montré que l'inhibition de
la voie NF-kB entrainait une activation de la voie mitochondriale de I'apoptose, comme le
marquage de la forme activée de Bax en cytométrie de flux le démontre. Ceci conduit a
I'activation de la Caspase-3 et le clivage de la protéine PARP-1 (visibles en western blot). En
coculture in vitro avec des cellules stromales médullaires, la lignée MM1S stimule la
sécrétion paracrine d’IL6, le facteur de croissance majeur dans le MM. L’ajout de 'AS602868
permet de bloquer efficacement cette sécrétion. In vivo, l'ingestion de 'AS602868 par le
gavage de souris immunodéprimées NOD-SCID porteuses d’'une tumeur myélomateuse
(xénogreffe sous-cutanée d’'une lignée de MM), permet de réduire significativement la
croissance tumorale. Ainsi, nous avons démontré I'efficacité in vitro et in vivo de 'AS602868

sur l'inhibition de la croissance de la tumeur myélomateuse.

L’AS602868 révele un effet synergique sur I’apoptose induite par TRAIL dans le
MM

TRAIL semble trés attractif pour le traitement du MM (Gazitt 1999). Son potentiel anti-
apoptotique agit notamment a travers le clivage de la protéine Mcl-1 (Menoret et al. 2006),
une protéine cruciale pour la croissance myélomateuse (Derenne et al. 2002). Néanmoins,
des phénoménes de résistance a TRAIL ont été observés dans les cellules de MM. Plusieurs
études ont donc expertisé son association avec d’autres drogues afin d’inhiber les
mécanismes de résistance observés. Une efficacité plus importante a été obtenue par
I'association de TRAIL avec le bortézomib, le SN50 (un peptide inhibiteur de la voie NF-kB)
(Mitsiades et al. 2001) ou méme des antisens ciblant c-FLIP (Mitsiades et al. 2002b). La voie
NF-«B pourrait donc participer a la résistance a TRAIL comme cela a été montré pour
d’autres récepteurs de mort de la famille du TNF. Nous avons expertisé cette hypothése et
pour la premiére fois dans le MM, nous avons démontré que TRAIL lui-méme induisait
l'activation de la voie NF-«B. En effet, la phosphorylation de IxBa est fortement induite
(visible par western blot) dans les cellules traitées par TRAIL, entrainant la translocation
nucléaire de la sous-unité p65 de NF-«xB (par immunofluorescence) qui peut alors
contrecarrer la voie d’apoptose engagée en parallele, en partie en activant la transcription de
plusieurs molécules anti-apoptotiques et prolifératives comme c-FLIP_, c-Myc et plusieurs
protéines de la famille des IAP (c-IAP1 et 2). Récemment, I'implication de I'expression de c-

FLIP, dans la résistance a TRAIL a aussi été démontrée dans le MM (Fandy et al. 2007) et
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dans le lymphome du manteau (Roue et al. 2007). Ainsi, nous expliquons la synergie
observée par I'association de 'AS602868 avec TRAIL sur I'induction de 'apoptose dans les
lignées de MM et les cellules primaires provenant de prélévements médullaires de patients
atteints de MM parfois réfractaires a différentes thérapies conventionnelles. En ce qui
concerne les cellules primaires, le prélevement médullaire est traité dans sa globalité en
présence d’IL6 afin de réduire 'apoptose spontanée caractéristique des cellules primaires de
MM ex vivo. En cytométrie de flux, I'évaluation de I'expression de différents marqueurs
membranaires (CD138, CD38, CD45) semble montrer que [Il'apoptose induite par
'association de ces deux drogues est spécifique des cellules malignes du prélevement. Une
étude plus approfondie devra évaluer la toxicité de I'AS602868 sur les précurseurs

hématopoiétiques.

L’ensemble de nos résultats montrent que la voie NF-kB soutient la croissance de la
tumeur myélomateuse et constitue un des mécanismes de chimiorésistance au traitement
par TRAIL. L’efficacité anti-tumorale de '’'AS602868 chez la souris immunodéprimée et son
importante synergie en association avec TRAIL soulignent la nécessité de son expertise en
clinigue humaine. De plus, linduction de la voie NF-xB par dautres traitements
conventionnels du MM a été démontrée, notamment par le melphalan et la doxorubicine
(Baumann et al. 2007). Cette voie pourrait participer a un mécanisme plus global de
chimiorésistance chez les patients de MM, son inhibition pourrait donc considérablement

améliorer I'efficacité des traitements actuels.
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Human Cancer Biology

Canonical Nuclear Factor kB Pathway Inhibition Blocks Myeloma
Cell Growth and Induces Apoptosis in Strong Synergy with TRAIL

Mathilde Romagnoli,"? Grégoire Desplanques,? Sophie Maiga,* Steven Legouill,"® Michel Dreano,®

Régis Bataille,"?

Abstract

4 and Sophie Barillé-Nion"?

Purpose: Intrinsic activation of nuclear factor kB (NF-«B) characterizes various hematologic
malignancies. In this study, we specifically address the role of NF-xB blockade in mediated anti-
myeloma activity using the IxB kinase-2 pharmacologic inhibitor, AS602868.

Experimental Design: Human myeloma cell lines (7 = 16) and primary myeloma cells (n = 10)
were tested for their sensitivity to AS602868 in terms of proliferation and apoptosis. Both in vitro
and /in vivo experiments were conducted. Functional mechanisms regarding the apoptotic path-
ways triggered by AS602868 were studied. The potential proapoptotic synergy between
AS602868 and tumor necrosis factor —related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) was also
evaluated.

Results: Our results show that AS602868 efficiently targeted the canonical NF-xB pathway
in myeloma cells and potently inhibited their growth in inducing apoptosis through Bax and
caspase-3 activation. AS602868 also induced apoptosis in primary myeloma cells even in the
presence of bone marrow mononuclear cells. Moreover, the IkB kinase-2 inhibitor targeted
the paracrine effect on the bone marrow environment. Indeed, it decreased the intrinsic and
myeloma-induced secretion of interleukin-6 from bone marrow stromal cells. In addition,
AS602868 inhibited myeloma cell growth in the MM.1S xenograft myeloma model. Of particular
interest, AS602868 strongly increased myeloma sensitivity to TRAIL in blocking TRAIL-induced
NF-kB activation and in decreasing the expression of antiapoptotic proteins such as cFLIP and
clAP-1/2.

Conclusions: Taken together, our data point out the interest to inhibit the canonical NF-«B path-
way in myeloma and clearly encourage clinical evaluation of novel therapies based on targeting

NF-kB, especially in combination with TRAIL.

The nuclear factor «B (NF-kB) transcription factors are
assembled through the dimerization of five members of the
Rel protein family, of which p50-p65 is the most common. In
resting cells, NF-xB dimers are retained in the cytoplasm in a
latent, inactive form by IkB family inhibitors, which bind to
the rel-homology domain and interfere with the nuclear
localization sequence of NF-xB (1, 2). Various stimuli activate
the NF-kB signaling pathways leading to translocation of
NF-«B dimers from the cytoplasm to the nucleus. In the
canonical pathway, proinflammatory cytokines such as the
tumor necrosis factor a (TNFa), working through different
receptors belonging to the TNF-receptor family, activate the
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IkB kinase (IKK) complex consisting of the IKK1 (or IKKa)
and IKK2 (or IKKp) catalytic subunits and the IKKy regulatory
subunit (or NEMO). This complex predominantly acting
through IKK2 (IKKB) catalyzes the phosphorylation of IkBs
(at sites equivalent to Ser’? and Ser*® of IkBa), their polyubi-
quitination and subsequent degradation by the 26S protea-
some. The released NF-xB dimers, typically heterodimers of
p50 and p65 subunits, translocate to the nucleus where it
binds to specific DNA sequences in the promotors of target
genes and modulates their transcription. Recently, an alterna-
tive NF-kB pathway, strictly dependent on IKK1 was described.
This pathway, based on processing of the NF-kB2/p100
precursor, is activated in response to either the engagement
of LTR and BAFF receptors or CD40 and may play a central
role in the development and maintenance of secondary
lymphoid organs (2).

Constitutive activation of NF-xB was reported for various
solid and hematologic tumors (3, 4). Actually, NF-xB promotes
cell survival through the expression of genes coding for
antiapoptotic proteins, i.e., c-FLIP, members of the Bcl-2
family, or the inhibitor of apoptosis proteins (IAP) and
stimulates cell proliferation via the induction of growth factors,
i.e., c-myc or cell cycle regulators (5, 6). Importantly, most
actual anticancer drugs activate the NF-«B pathway, an
event that interferes with their efficiency and participates in
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Targeting NF-xB Inhibits Myeloma Cell Growth

chemoresistance (7). Therefore, it has been proposed that
inhibition of NF-xB could be an adjuvant therapy for cancer.

Among hematologic malignancies, constitutive activation of
the NF-xB pathway was observed in acute myeloid leukemia
(8), and in a subgroup of lymphomas with diffuse large and
primary mediastinal B-cell lymphomas (9). NF-«kB activation
also contributes to malignant transformation of myelodys-
plastic syndromes (10). Interestingly, Endo et al. recently
showed that inhibition of the canonical NF-kB pathway in
B-CLL cells induced cell death in contrast to inhibition of the
alternative pathway activated by the TNF superfamily member,
BAFF (11). Regarding multiple myeloma (MM), several studies
revealed the expression of constitutively active NF-xB in bone
marrow aspirates from patients (12-14). However, the
underlying mechanisms for expression of intrinsically activated
NE-kB in MM are poorly understood. NF-«B could be activated
in an autocrine or paracrine manner because several NF-kB -
inducing cytokines including TNFa, lymphotoxin, BAFF/APRIL,
interleukin-1, and RANKL are produced either by MM cells or
by the bone marrow environment. Indeed, the principal site of
tumor growth and propagation of MM is the bone marrow
compartment, in which cells from the environment are thought
to supply growth and survival factors and to provide contact-
mediated drug resistance. Chauhan et al. previously reported
that MM cell adhesion to bone marrow stromal cells (BMSC)
induced NF-kB-dependent up-regulation of transcription of
interleukin-6 (IL-6), a major growth and antiapoptotic factor in
MM (15). They further showed that blocking NF-xB activation
in MM cells overcame the growth and survival advantage
conferred by tumor cell binding to BMSC (13). Despite the
successful clinical development of immunomodulatory deriva-
tives of thalidomide and proteasome inhibitors acting partially
through NF-kB inhibition, such as bortezomib, the search for
additional new agents and effective strategies against myeloma
that is still an incurable cancer, remains a high priority. The
TNF-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) emerges as a
very attractive death ligand in targeted MM therapy because
it is able to induce apoptosis in myeloma cells through
caspase-8 activation (16, 17). However, TRAIL resistance has
also been observed in myeloma cells but mechanisms
underlying this resistance remain elusive (18, 19).

Therefore, for its potential use in the treatment of MM,
we investigated the pharmacologic inhibitor of the canonical
NF-kB pathway, AS602868, which has the ability to block IKK2.
We describe here that AS602868 decreased in vitro myeloma
cell growth related to cell cycle blockade and induction of
apoptosis through the classical apoptotic pathway, targeted the
paracrine effects of the bone marrow environment, inhibited
the in vivo myeloma tumor progression, and sensitized cells
to TRAIL-induced cell death in preventing TRAIL-induced
NF-kB activation. Therefore, specific blockade of NF-xB
signaling may represent a novel potent therapeutic approach
in the treatment of MM, particularly in combination with
TRAIL-targeted therapy.

Materials and Methods

Characteristics of AS602868. AS602868 is an anilinopyrimidine
derivative and an ATP competitor that has been optimized through
chemical modification after the in vitro screening of compounds for
their inhibitory effect on IKK2EE, a constitutive form of IKK2. This
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compound was developed by Merck Serono International SA and is
covered by patent application no. PCT WO 02/46171. AS602868 has
an in vitro inhibitory concentration of 50% (ICsg) of 60 nmol/L
toward purified IKK2EE and has limited or no effect on IKK1 or on
a panel of recombinant kinases. In a series of tests on different cell
lines, AS602868 was shown to block the phosphorylation of IkB and
subsequent NF-kB activation (20).

Myeloma cells and BMSC culture. The human myeloma cell lines
(HMCL) XG1, XG2, XG5, XG6, XG7, NAN1, NAN3, NANG6, MDN, and
SBN have been previously established in our laboratory and were
cultured in the presence of 3 ng/mL of recombinant human IL-6 (rhIL6;
Novartis; ref. 21). U266, LP1, L363, RPMI 8226, and NCI-H929 HMCLs
are commercially available. MM.1S was a gift from Dr. S.T. Rosen
(Northwestern University, Chicago, IL). Cell lines were maintained in
RPMI 1640 supplemented with 5% FCS, 2 mmol/L of glutamine, and
5 x 10” mol/L of 2-B-mercaptoethanol.

Primary myeloma cells were obtained from bone marrow aspirates
or peripheral blood samples and BMSC from bone marrow samples
from patients with MM following Ficoll-Hypaque density gradient
centrifugation. For 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide assay, myeloma cells were further purified using CD138
immunomagnetic beads (Miltenyi Biotec) as previously described (22).
BMSC were derived from confluent adherent cell monolayer obtained
from total bone marrow cells after two passages using trypsin/EDTA
solution. Informed consent was provided according to the Helsinki
Declaration of the World Medical Association. The University Hospital
of Nantes Review Board approved these studies.

Tritiated [*H]thymidine incorporation assay. HMCLs (10* cells/well)
were cultured in triplicate in 96-well plates in the presence or absence
of AS602868 for 72 h. Cells were pulsed with 1 pCi of [*H|thymidine
during the last 8 h of culture, harvested onto glass filters with an auto-
matic cell harvester (Perkin-Elmer), and the uptake of [*H]thymidine
was monitored using a 1450 Microbeta Jet beta counter (Perkin-Elmer).
The ICs, for [*H|thymidine incorporation was calculated for each
HMCL. These experiments were done thrice and a mean + SD of
inhibition was presented.

Cell viability assay. Viability was assessed by 3-(4,5-dimethylthiazol-
2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide assay. After 48 h of treatment
with 3 X 10* primary purified myeloma cells with increasing (5, 10,
and 20 pmol/L) AS602868 concentrations, cells were incubated with
50 pL of 2.5 mg/mL 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazo-
lium bromide (Sigma-Aldrich) for 210 min. Absorption at the 570 nm
wavelength was measured after total solubilization of formazan crystals
by 100 uL of lysis solution. The inhibition of cell viability induced by
the drug was tested in triplicate and expressed as a percentage compared
with the untreated corresponding cells.

Apoptosis assay. The percentages of apoptosis were assessed by flow
cytometry analysis of Apo2.7-PE staining (FACScalibur, Beckman
Coulter) after 48 h of treatment. AS602868 treatment was done at a
concentration of 10 pmol/L. In the experiments using the pancaspase
inhibitor z-VAD-fmk (Promega), cells were incubated with the caspase
inhibitor (50 pmol/L) for 1 h, then AS602868 was added for 24 h. In
TRAIL experiments, HMCLs or primary myeloma cells were incubated
for 48 h with 5 pmol/L of AS602868 and/or recombinant TRAIL (R&D
Systems) at 100 ng/mL for XG6, LP1, U266, MM.1S, and L363, or at
10 ng/mL for more sensitive cell lines NCI-H929, RPMI 8226, XG7,
NAN1, and NAN3. Total bone marrow cells from patients with
MM were cultured with RPMI 1640 complemented with 5% FCS and
3 ng/mL of rhIL6, and after 48 h of incubation with or without TRAIL
(100 ng/mL) in the presence or absence of 10 pmol/L of AS602868,
cells were stained with anti- CD38-APC, CD138-PC5, CD45-FITC, and
Apo02.7-PE monoclonal antibodies (Becton Dickinson) before flow
cytometry analysis, as previously described (23).

Binding activity of nuclear p50 NF-xB subunit by ELISA. NF-xB
activation was determined with a Trans-AM NF-kB p50 transcription
factor assay kit (Panomics) according to the manufacturer’s instruc-
tions. This ELISA used a 96-well plate coated with an oligonucleotide
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containing the NF-xB consensus binding site (5-GGGACTTTCC-3).
Cells were treated for 18 h with 10 pmol/L of AS602868, then nuclear
extracts were prepared with Panomics nuclear extraction kit and added
to the ELISA plate. NF-kB binding to the target oligonucleotide was
detected by incubation with primary antibodies specific for the
activated form of the p50 subunit, visualized by anti-IgG horseradish
peroxidase conjugate, and quantified at 450 nm. Each condition was
run in triplicate.

Subcellular p65 NF-kB subunit localization by immunofluorescence.
HMCLs were treated with or without AS602868 at 10 umol/L for 3 h,
then spotted on a glass slide, air-dried 15 min at room temperature,
fixed with PBS + 4% formaldehyde, and permeabilized with PBS +
0.05% Tween 20 + 0.05% Triton 100. After saturation in PBS/3%
bovine serum albumin for 30 min, slides were incubated for 1 h with
anti-human p65 antibody (1:100; Santa Cruz Biotechnology Inc.), then
cells were washed and incubated for 30 min with an FITC-conjugated
anti-rabbit antibody (1:200; Becton Dickinson). Images were collected
using a Leica TCS NT microscope with a 63 X 1.3 NA Fluotar objective
(Leica).

Intercellular adhesion molecule-1 expression. HMCLs were cultured
with recombinant TNFa (5 ng/mL; R&D Systems) in the presence or
absence of AS602868 (10 pmol/L) for 48 h. Cells were then stained
with mouse IgG isotype control or FITC-conjugated anti-human
intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1; CD54) antibody. ICAM-1
expression was determined using FACScalibur (Becton Dickinson).

Bax activation. For the detection of activated Bax, 5 x 10° cells
treated with 10 pmol/L of AS602868 for 48 h and controls, were
washed in PBS and fixed using Intra Prep Permeabilization Reagent Kit
(R&D Systems) following the recommendations of the manufacturer.
Then, cells were incubated with anti-Bax (clone 6A7) antibody or 1gG,
isotype control for 20 min. After washing in PBS, cells were incubated
with FITC-conjugated anti-mouse antibody (R&D Systems) for 20 min,
and resuspended in PBS + 1% formaldehyde. Flow cytometry analysis
was done as above.

Immunoblot analysis. Cells (5 X 10°) were resuspended in lysis
buffer [10 mmol/L Tris-HCl (pH 7.6), 150 mmol/L NaCl, 5 mmol/L
EDTA, 2 mmol/L phenylmethylsulfonyl fluoride, 1% Triton X-100, and
2 png/mL aprotinin]|. Antiphosphatases were added for phosphorylated
protein detection. After 40 min on ice, lysates were cleared by centri-
fugation at 12,000 x g for 30 min at 4°C. Protein concentration was

measured using bicinchoninic acid (BCA Protein Assay). Fifty micro-
grams of proteins were loaded for each lane. The proteins were
separated by SDS-PAGE and then electrotransferred to polyvinylidene
difluoride membranes. Western blot analysis was done by standard
techniques with enhanced chemiluminescence detection (Pierce) using
anti - caspase-3 (E-8), anti-c-myc (A-14), and anti-Mcl-1 (S-19) from
Santa Cruz Biotechnology Inc.; anti- PARP-1 (Ab-2) from Calbiochem;
anti - phosphorylated-Ik Ba (Ser32/ 3%, 5A5) and anti-IkBa from Cell
Signaling Technology; anti-c-FLIP (NF6) from Alexis Biochemicals;
anti-XIAP, anti-cIAP-1, anti-cIAP-2, and anti-Bcl-x;, from BD
Biosciences; anti-Bcl-2 from Dako; and anti-actin from Chemicon
International. Protein loading was controlled with anti-actin.

Determination of IL-6 production. BMSC (10*) and MM.1S (5 x 10°)
cells were cultured separately or together (coculture) and were
incubated for 48 h in the presence or absence of AS602868
(10 pmol/L). Then culture supernatants were harvested and tested by
ELISA (Sanquin).

In vivo antitumor activity of AS602868. Six- to 8-week-old non-
obese diabetic/severe combined immunodeficiency mice (Charles River
Laboratories) were s.c. inoculated in the right flank with 10° MM.1S
cells in 100 pL of RPMI 1640. Three to 4 weeks later, when palpable
tumors developed, mice (n = 6) were treated with 100 mg/kg of
AS602868 in 0.5% carboxymethylcellulose/0.25% Tween 20 (g/100 mL)
in distilled water, every day (6 days a week) by oral gavage. Control
mice (n = 6) received equal amounts of control vehicle administrated
the same way at the same schedule. Tumor size was measured every
3 days in two dimensions using a caliper, and tumor volume (mm?)
was calculated as 4 w/3 X (tumor width/2)? x (tumor length/2). Mice
were humanely sacrificed when moribund or when subcutaneous
tumors reached a diameter of 25 mm.

Statistical analysis. The Wilcoxon signed rank test was used to
calculate the statistical significance between treated and control samples
from patients and the Mann-Whitney test was used to compare treated
and control mice groups in in vivo experiments. For all other
experiments, the results are shown as mean + SD.

Results

AS602868 inhibits the canonical NF-xB pathway in myeloma
cells. To confirm that the pharmacologic IKK2 inhibitor
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Fig.1. AS602868 inhibits the NF-xB pathway in myeloma cells. A, p50 NF-«B binding activity was evaluated by ELISA in nuclear extracts of NCI-H929, XG6, and MM.1S
cells treated with or without AS602868 at 10 pmol/L for 18 h. MM1.S cells were also pretreated for 30 min with or without AS602868 before stimulation with TNFa at

5 ng/mL for 30 min (columns, means; bars, SD; n = 3). B, MM.1S cells were evaluated for their ICAM-1 (CD54) expression (top) and apoptotic index with Apo2.7 staining
(bottom) by flow cytometry analysis after the following culture conditions were established for 48 h: control, TNFa (5 ng/mL), AS602868 (10 umol/L), and AS602868 +

TNFa (10 pmol/L + 5 ng/mL). Results are from a representative experiment (n = 3).
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AS602868 inhibited the canonical NF-«xB pathway in myeloma
cells, we first evaluated the NF-«xB binding activity of the p50
NF-«B subunit in nuclear extracts from AS602868-treated cells
and control cells using ELISA. As shown in Fig. 1A, 10 pmol/L
of AS602868 decreased nuclear p50-binding activity by
44.7%, 46.7%, and 30% in NCI-H929, XG6, and MM1.S cells,
respectively. As expected, the positive control TNFa enhanced
p50-binding activity in MM1.S cells and AS602868 was able to
prevent this effect. These results clearly indicate that AS602868
prevented the translocation of the p50 NF-kB subunit to the
nucleus but promoted its cytosolic retention by interaction
with nonphosphorylated IkBa protein, limiting NF-«B binding
activity in myeloma cells. To further show the potent activity
of AS602868 on the NF-«xB pathway in myeloma cells, we
evaluated its effect on TNFa-induced targets. We first focused
on ICAM-1 (CD54) expression. ICAM-1 expression detected by
flow cytometry was induced in HMCLs after a 48-h incubation
with TNFa, as shown in Fig. 1B (top) for MM.1S cells. Treat-
ment with AS602868 had no significant effect on ICAM-1 basal
levels but it abolished TNFa-induced ICAM-1 expression. The
same results were obtained in XG6 and NCI-H929 cells (data
not shown). In addition, TNFa alone induced a weak apoptosis
in MM.18S cells but its apoptotic potential was strongly revealed
by AS602868 cotreatment: 70.1% of specific apoptotic cells in
AS602868 + TNFa-treated cells versus 8.8% in TNFa-stimulated
cells (Fig. 1B, bottom). These results indicate that AS602868
blocked the NF-«B pathway induced by TNFa in myeloma cells.
Altogether, these data strongly argue for the potent activity of
AS602868 on the canonical NF-kB pathway in myeloma cells.

AS602868 inhibits in vitro myeloma cell growth. We then
asked whether the pharmacologic IKK2 inhibitor AS602868
affected the growth of HMCLs. Sixteen HMCLs were incubated
with increasing AS602868 doses and were evaluated by
[*H]thymidine incorporation. Then, the ICs, of each HMCL
proliferation rate was calculated. As presented in Fig. 2A,
AS602868 efficiently decreased HMCL growth with ICsy's ranging
from 1.2 + 0.8 umol/L (NAN3) to 9.2 + 0.9 pmol/L (RPMI
8226; mean = 3.7 + 1.75 umol/L; n = 16). The AS602868-
induced inhibition of proliferation was confirmed by cell cycle
analysis using propidium iodure staining. Indeed, AS602868
treatment led to the decrease of cell numbers in S phase (data
not shown). We further evaluated whether growth inhibition
resulted from the induction of apoptosis. Drug-induced
apoptosis was evaluated by Apo2.7 staining after treatment
with 10 pumol/L of AS602868 for 48 h. We showed that
the IKK2 inhibitor induced a specific apoptosis in HMCLs
(mean = 30.4 + 14.3%; n = 15) ranging from 8 + 3.2%
(MM.1S) to 53.6 = 10.6% (NANS3; Fig. 2B). These results
clearly show that myeloma cell growth inhibition induced by
AS602868 resulted from both inhibition of cell cycle progres-
sion and apoptosis induction.

Cell growth inhibition induced by the IKK2 inhibitor was
further assessed by 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-
tetrazolium bromide assay on CD138"-purified primary myeloma
cells from patients with MM. As shown in Fig. 2C, increasing
concentrations of AS602868 inhibited myeloma cell viability
in samples from three patients (two at diagnosis and one on
relapse). Cell viability inhibition displayed a dose-response
effect, arguing for a drug-specific effect. Moreover, apoptosis
analysis of total bone marrow mononuclear cells from patients
with MM indicated that AS602868 at 10 pmol/L induced

wwWw.aacrjournals.org

RPMI-8226
MDMN
L3563

NCI-H929
KGT
MM. 15
NAN1
XG1
NANG
U266
XG6
LP1
XG2
XG5
SBN
NAN3

[4] 1 2 3 4 5 3] 7 8 9 m 1"
IC50 pM

MNAM3 —i
NCI-H229
NAN1
SEN
MDN
XG5
XGe ~
XG1
XG7 —
NANG
U266
L363
LP1
RPMI-8226
MM.1S

0 10 20 30 40 50 60 70
% apoptotic cells

70

[=2]
(=]

50

Y
(=]

("]
f=1]

[~
o

O Patient a
B Patient b
& Patient ¢

6013

ik
(=]

% inhibition (MTT)

o

5 10 20
AS602868 (uM)

Fig. 2. AS602868 inhibits proliferation and induces apoptosis in myeloma cells.
A, IC5q was calculated for each HMCL as the concentration inhibiting 50% of
[®H]thymidine incorporation after 72 h of incubation with increasing concentrations
of AS602868 (columns, means; bars, SD; n = 3). B, HVICLs were incubated with
AS602868 at 10 umol/L for 48 h, then apoptosis was evaluated by Apo2.7 staining
and analyzed by flow cytometry. Specific drug-induced apoptosis for each HMICL
was defined as the percentage of Apo2.7-positive cells in treated versus nontreated
conditions (columns, means; bars, SD; n = 3). C, the effect of AS602868 at

5,10, and 20 pmol/L on CD138"-purified primary myeloma cell viabilities were
evaluated by 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyltetrazolium bromide assay.
Triplicates of CD138™ purified primary myeloma cells from three patients (a, b, and c)
were presented (columns, means; bars, SD).

specific apoptosis in a series of myeloma samples (n = 10), five
patients at diagnosis and five patients at relapse (median =
18%; range, 6-53; P < 0.01), as assessed by flow cytometry
analysis (Table 1). Interestingly, four out of five cases of MM
relapse showed AS602868 sensitivity. It should be noted that
these experiments were done in the presence of rhIL6 to limit
spontaneous in vitro apoptosis of primary myeloma cells
(median = 5%).

AS602868 induces apoptosis in myeloma cells. To gain insight
into the apoptotic pathways activated by AS602868 in mye-
loma cells, we first sought to establish Bax activation. We found
that in HMCLs, the IKK2 inhibitor induced the exposure of
an occluded NH,-terminal sequence of Bax, reflecting the con-
formational change which occurs during its activation. The
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Table 1. AS602868 induced apoptosis in primary myeloma cells

Patient no. Status Sample CD138+ cells (%) Spontaneous apoptosis Specific apoptosis after
in control (%) AS602868 treatment (%)
1 R BM 16 1 10
2 R BM 10 2 37
3 D BM 5 4 18
4 D BM 35 38 30
5 D BM 28.5 7 53
6 R PB 12 4 36
7 R BM 24 1.5 18
8 R BM 15 6 6
9 D BM 73 12 18
10 D BM 5 5 6.5

NOTE: Total cells from either bone marrow (BM) or peripheral blood (PB) samples from patients at diagnosis (D) or on relapse (R) were cultured
in RPMI 1640 containing 5% FCS with 3 ng/mL of rhIL6 for 48 h in the presence or absence of AS602868 (10 pmol/L). The proportion of
apoptotic myeloma cells was evaluated by fluorescence-activated cell sorting analysis. The percentage of apoptotic cells in controls and
percentage of apoptotic cells specifically related to AS602868 are indicated.

activation of Bax was detected in XG6 cells as depicted in one
representative experiment in Fig. 3A, as well as in the other
HMCLs tested. We further assessed caspase-3 cleavage by
immunoblot analysis in AS602868-treated HMCLs. As shown
in Fig. 3B, cleaved caspase-3 was detected in XG6 treated by
AS602868 for 48 h. Caspase-3 cleavage could be detected as
soon as 6 h after treatment with AS602868 (data not shown).
In addition, the cleavage of the caspase-3 substrate PARP-1 was
also detected in treated cells in contrast to control cells. Finally,
the pancaspase inhibitor z-VAD-fmk efficiently abrogated
both caspase-3 and PARP-1 cleavage as well as cell death
induced by AS602868 (Fig. 3B). These results show that the
IKK2 inhibitor, AS602868, activated a caspase-dependent cell
death pathway in myeloma cells.

AS602868 decreases paracrine IL-6 production in the bone
marrow environment. Because IL-6 is a major paracrine growth
factor in MM, we next sought to establish the effect of
AS602868 on IL-6 production by BMSC either alone or in
coculture with MM.1S cells. We observed that AS602868
significantly decreased the constitutive production of IL-6
proteins by BMSC (decrease of 23.9% and 38.8% in the two
representative experiments shown in Fig. 3C). Interestingly, the
IKK2 inhibitor also strongly inhibited IL-6 production in
BMSC/MM.1S coculture experiments (decrease of 51.8% and
90.5% in the two representative experiments shown in Fig. 3C).

AS602868 inhibits in vivo myeloma cell growth. Finally, the
effect of the IKK2 inhibitor was evaluated in vivo on an estab-
lished MM xenograft model (MM.1S) in nonobese diabetic/
severe combined immunodeficiency mice. Both groups of mice
(control and AS602868-treated groups) were monitored over
a period of 24 days and mean tumor size values were reported
in Fig. 3D. AS602868 administrated by oral gavage was well
tolerated in mice at a dose of 100 mg/kg. Importantly,
AS602868 significantly decreased myeloma tumor size from
days 18 to 24 of treatment (P < 0.05 at day 18 and P < 0.01 at
days 21 and 24).

AS602868 synergizes with TRAIL to induce apoptosis in
myeloma cells. Although TRAIL is considered as an attractive
target in MM therapy, MM cells are inequally sensitive to TRAIL-
induced apoptosis. Then, we tested whether the IKK2 inhibitor,
AS602868, might sensitize them to TRAIL's apoptotic effect.
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HMCLs were incubated with recombinant TRAIL (100 or
10 ng/mL, depending on the TRAIL sensitivity of each HMCL)
for 48 h in the presence or absence of AS602868 at the sub-
optimal dose of 5 pmol/L. Apoptotic cells were then assessed by
Apo02.7 immunostaining and flow cytometry analysis. As
shown in Fig. 4A, in all HMCLs tested (n = 10), AS602868
strongly increased HMCL response to TRAIL-induced apoptosis
(mean = 19.3 + 16.6% of apoptotic cells in TRAIL-treated
HMCLs versus 47.4 + 17.2% in TRAIL + AS602868-treated
HMCLs, whereas AS602868 induced 9 + 4.2% of apoptotic
cells in this panel).

Interestingly, as presented for four patients in Fig. 4B,
AS602868 also synergized with TRAIL to specifically induce
apoptosis in primary myeloma cells incubated with total bone
marrow cells. Dot plots obtained by flow cytometry analysis
for patient 2 illustrated specific apoptosis triggered by drugs in
Fig. 4C.

Moreover, caspase-3 cleavage detectable in AS602868-treated
XG6 cells but not in TRAIL-treated cells, was strongly enhanced
in TRAIL + AS602868 -treated cells (Fig. 5B). These results
show that TRAIL and the IKK2 inhibitor strongly synergize to
induce myeloma cell death.

To better understand the mechanisms involved in the
apoptotic synergy between TRAIL and AS602868, we evaluated
the ability of TRAIL to induce NF-kB activation in MM cells.
In TRAIL- and/or AS602868-treated cells, we also assessed p65
localization, the phosphorylation levels of IkBa protein
(P-IkBa), and the expression levels of various NF-«B -regulated
proteins which play a role in cell proliferation (c-myc) or in
tumor survival, and chemoresistance or radioresistance (c-FLIP},
XIAP, cIAP-1, cIAP-2, Mcl-1, Bd-x;, and Bcl-2). Confocal
microscopy analysis first indicated intrinsic NF-kB activation
because p65 was found in the nucleus as well as in the
cytoplasm of control cells. Second, this experiment suggested
that TRAIL promoted p65 nuclear localization and that
AS602868 abrogated both basal and TRAIL-induced p65 trans-
location (Fig. 5A). Moreover, immunoblot analysis showed that
TRAIL treatment strongly enhanced P-IxBa protein levels in
MM cells, as shown in XG6 cells, indicating that TRAIL was
indeed able to activate NF-kB pathway in MM cells (Fig. 5B).
Importantly, AS602868, which alone decreased P-IkBa level,
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completely abrogated the induction of TRAIL-dependent
P-IkBa levels. Interestingly, AS602868 also significantly de-
creased the NF-kB -regulated proteins c-myc, c-FLIP}, and cIAP-
1/2 in these cells, as well as slightly decreasing Mcl-1 and XIAP
levels, at least by cleavage of the full-length protein (asterisks
on Fig. 5B). TRAIL and AS602868 combination strongly
decreased the expression of c-myc and of the antiapoptotic
proteins c-FLIP;, XIAP, cIAP-1/2, Mcl-1, and Bdl-x;, but not
Bcl-2. Similar results were obtained in other HMCLs. These
results argue for the potent synergy of the TRAIL/AS602868
combination for the extinction of antiapoptotic and prolifer-
ative proteins.

Discussion

Constitutive activation of NF-xB has been described in many
hematologic malignancies leading to the proposition that
targeting the NF-kB pathway may provide benefits in thera-
peutic strategies, particularly in oncohematology. In the present
study, we show that the IKK2 inhibitor AS602868 decreases
myeloma cell growth both in vitro and in vivo, targets the

paracrine effects of the bone marrow environment, and
sensitizes myeloma cells to TRAIL proapoptotic effects. These
results strongly argue for further studies to suppress NF-xB
activity as a MM therapeutic strategy.

We first show the ability of AS602868 to interfere with NF-xB
activation in myeloma cells. Indeed, this inhibitor decreased
either NF-xB -binding activity or nuclear translocation of both
NF-kB subunits p50 and p65, respectively. It also decreased
constitutive phospho-IkBa levels. These data corroborate those
of Frelin et al. (8) who showed the decrease of NF-«B activation
in acute myeloid leukemia cells treated with AS602868, and
by electrophoretic mobility shift assay in parallel with the
inhibition of IKK2 phosphorylation. In addition, AS602868
completely blocked TNFa-induced expression of ICAM-1 on
myeloma cells, a well-known target of NF-kB (24). Moreover,
the apoptotic effect of TNFa on myeloma cells was revealed by
AS602868 treatment as previously observed in Jurkat cells (20).
These results underscore the effect of TNFa in both caspase-8 -
dependent proapoptotic and NF-kB-dependent survival path-
ways in myeloma cells and that the NF-«xB inhibitor tilts the
balance towards apoptosis. Taken together, these results
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cytometry analysis using the 6A7 clone monoclonal antibody specifically recognizing the activated form of Bax. Cells were treated for 48 h with or without AS602868 at
10 pmol/L. The percentage of Bax-positive cells is indicated. Thin lines, IgG; isotypic control; thick lines, conformationally active Bax. B, caspase-3 and PARP-1cleavages were
determined by immunoblot analysis in XG6 cells treated by AS602868 (10 umol/L) for 48 h, preincubated or not for 1 h with the pancaspase inhibitor z-VAD-fmk (50 umol/L),
in comparison to nontreated control cells. Actin was used as the quantitative control of loaded proteins. The percentage of specific cell death is indicated in both conditions
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group at each time point (points, means; bars, SD). *, P <0.05; **, P <0.01.
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strongly argue for potent blockade of the canonical NF-xB
pathway by AS602868 in myeloma cells.

Interestingly, AS602868 seemed to have an important
inhibiting activity on myeloma cell growth, in a range of
concentrations close to those determined in acute myeloid
leukemia cells (0.6-14 umol/L; ref. 8). Importantly, AS602868
also inhibited the cell growth of primary myeloma cells even
in the presence of exogenous IL-6 or in patients in relapse.
Thus, the canonical NF-xB pathway clearly takes part in
myeloma cell growth as recently described in B-CLL (11). In
addition, in our study, AS602868 specifically induced apop-
tosis in primary myeloma cells among total bone marrow
mononuclear cells, suggesting that this molecule may selec-
tively target myeloma cells. Nevertheless, further experiments
would be necessary to precisely define the sensibility of
CD34+ hematopoietic stem cells. Actually, in an abstract
presented at the 2006 American Society of Hematology
meeting, Jourdan et al. noticed that the IKK2 inhibitor
induced growth inhibition in myeloma cells but also altered
the survival of CD34+ cells among bone marrow cells (25).
However, this potential cytotoxic effect of AS602868 was not
reported by Frelin et al. in acute myeloid leukemias (8).

Decreased cell growth observed in myeloma cells was asso-
ciated with the induction of apoptosis. To define the mole-
cular apoptotic mechanisms triggered by AS602868, we studied
Bax and caspase-3 activation and we showed that both mecha-

nisms were induced. In addition, the pancaspase inhibitor
z-VAD-fmk protected myeloma cells from AS602868-induced
cell death as well as caspase-3 and PARP-1 cleavage. More-
over, AS602868 efficiently decreased the expression of endo-
genous inhibitors of caspases cIAP-1/2 and promoted cleav-
age in inactive fragments of both XIAP and Mcl-1, the most
potent endogenous caspase inhibitor and the major regulator
of mitochondrial proapoptotic activity in MM cells, respec-
tively (26). It also inhibited the expression of ¢-FLIP;, which is
an important NF-kB-regulated antiapoptogenic protein in-
volved in TRAIL resistance through the suppression of either
recruitment of procaspase-8 by FADD or autocatalytic acti-
vation of caspase-8. Altogether, these data indicate that inhi-
bition of NF-«kB in myeloma cells activated the mitochon-
drial cell death pathway leading to caspase cascade activation
and caspase-dependent cell death and may promote an extrin-
sic caspase-8 —dependent apoptotic pathway. In acute myeloid
leukemia blasts, AS602868 also induced a strong apoptotic
response related to mitochondrial potential failure and activ-
ation of caspases (8). Finally, the proliferative c-myc pro-
tein level was also down-regulated and might favor cell
growth inhibition by AS602868. In addition, we observe that
AS602868 targeted the bone marrow environment in decreas-
ing paracrine IL-6 production by BMSC which supports
myeloma cell growth. Importantly, we show that AS602868,
by itself, inhibits tumor size in a xenograft model of MM.1S
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Fig. 4. AS602868 synergizes withTRAIL to induce cell death in myeloma cells. A, HMCLs were incubated with recombinant TRAIL (100 ng/mL for XG6, LP1, U266, MM.1S,
and L363 or 10 ng/mL for NCI-H929, RPMI 8226, XG7, NAN1, and NAN3) in combination or not with AS602868 (5 pmol/L) for 48 h. After flow cytometry analysis, the
percentage of Apo2.7-positive cells was calculated for each treated HMCL compared with nontreated control cells (co/lumns, means; bars, SD; n = 3). B and C, total bone
marrow mononuclear cells from four patients with MM were incubated with or without AS602868 (10 umol/L) in the presence or absence of TRAIL (100 ng/mL) for 48 h.
Then the proportion of apoptotic myeloma cells was measured by specific coexpression of CD38- and CD138-targeting myeloma cells and Apo2.7 as analyzed by flow
cytometry. Four different samples from patients (patients 7-4) with MM were presented in the histogram (8) and one patient (patient 2) in the dot plot (C). AS, AS602868.
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Control

Fig. 5. AS602868 promotes TRAIL-induced
apoptosis through inhibition of TRAIL-induced
NF-kB activation and decrease of NF-«B regulated
protein expression. A, subcellular localization

of p65 NF-«B subunits was evaluated by
immunofluorostaining and monitored by confocal
microscopy. XG6 cells were treated with or
without AS602868 at 10 pmol/L for 18 h before
the addition or not of TRAIL at 100 ng/mL for 1 h.
Results from a representative experiment (n = 3)
are shown. B, level of NF-«B activation (P-/kBu)
and expression of the proliferative protein (c-myc)
and proapoptotic molecules (caspase-3, cFLIP,
XIAP, clAP-1/2, Mcl-1, Bel-x., and Bcl-2) were
determined by immunoblot analysis in XG6 cells
treated with or without AS602868 (5 umol/L),
TRAIL (100 ng/mL), or the combination of
AS602868 + TRAIL for 48 h. Results from a
representative experiment (n = 3) are shown.
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myeloma cells when orally administrated, without apparent
toxicity.

TRAIL can selectively induce apoptosis in cancer cells and
emerges as an attractive targeted therapy in MM. However,
heterogenous TRAIL sensitivity has been previously observed in
HMCLs (16, 18, 19, 27), but the mechanisms underlying TRAIL
resistance have not been resolved. In addition to inducing
apoptosis by caspase-8 recruitment through FADD, TRAIL
binding to its receptors might also lead to NF-«kB activation
through TRADD (28, 29). We then wondered whether the
combination of TRAIL and AS602868 might induce synergy in
death response in MM cells. We indeed show that interrupting
the NF-«kB pathway with AS602868 strongly sensitized myeloma
cells to lethal action of TRAIL in HMCLs and in primary
myeloma cells, and even overcame TRAIL resistance. These
effects were also observed when using the agonist monoclonal
antibody HGS-ETR1 or HGS-ETR?2, targeting the TRAIL receptors
DR4 and DRS5, respectively, in combination with AS602868
(data not shown). Interestingly, we point out for the first time
that TRAIL potently activated the NF-kB pathway in MM cells.
Indeed, NF-kB activation was detectable as early as 1 hour after

wwWw.aacrjournals.org
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TRAIL treatment (data not shown). Importantly, NF-xB
inhibitor completely prevented cells from TRAIL-induced
NF-«kB activation. Therefore, inhibition of TRAIL-induced
NEF-kB activation by AS602868 associates with high increase of
TRAIL proapoptotic capacity. Strongly decreased expression of
the antiapoptotic proteins c-FLIP;, XIAP, cIAP-1/2, Mcl-1, and
Bcl-x; was detected in MM cells when treated by the drug
combination. XIAP and Mcl-1 decrease resulted from the
cleavage of the full-length corresponding proteins, as previously
observed for Mcl-1 (19). Of note, it has been recently shown that
silencing c-FLIP;, sensitized myeloma cells to TRAIL (30).
Moreover c-FLIPy, levels also regulate TRAIL sensitivity in mantle
cell lymphoma B cells and the decrease of c-FLIP; by IKK
inhibition sensitized these cells to TRAIL (31). Such an effect
may occur in myeloma cells treated with AS602868, which
decreased c-FLIP;, expression, promoting caspase-8 - dependent
apoptotic pathways induced by TRAIL. In contrast to the
proteasome inhibitor bortezomib that up-regulates DR5 expres-
sion (32), expression of the TRAIL receptors DR4 and DR5 was
not modulated by the NF-«xB inhibitor (data not shown).
Altogether, these results point out that TRAIL resistance occurs
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atleast through the activation of the canonical NF-«kB pathway in
myeloma cells, and suggests that AS602868 enhanced TRAIL's
apoptotic effect in myeloma cells at least through c-FLIP; down-
regulation. In addition, some reports showed interest in
inhibiting NF-kB in order to increase drug sensitivity in myeloma
cells. Indeed, Dai et al. previously reported that the pharmaco-
logic NF-«B inhibitor Bay-11-7082 increased the sensitivity of
myeloma cells to the checkpoint inhibitor UCN-01 (33). Bharti
et al. also showed that curcumin (diferuloylmethane) inacti-
vated NF-xB and potentiated the cytotoxic effects of chemother-
apeutic agents (34), and Mitsiades et al. reported that the NF-«xB
inhibitory peptide SN50 enhanced doxorubicine’s effect on
myeloma cells (35). These effects might be related to the NF-«xB
activation frequently induced by drugs in treated cells.

Altogether, our data underscore the central role for NF-«B in
MM. Indeed, NF-«B participated in (a) myeloma cell survival,
(b) tumorigenesis, (c) resistance to TRAIL-induced apoptosis,
and (d) in protumoral activation of the bone marrow envi-
ronment. These findings suggest that a strategy combining anti-
MM drugs with NF-kB inhibitors warrants attention in the
treatment of MM and may constitute an additional approach to
the oncologist’s armamentarium.
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ANNEXE 2 : REVUE

Revue intitulée « La survivine en cancérologie : aspects moléculaires et
applications thérapeutiques ».
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Titre en anglais :
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Résumé : Découverte il y a dix ans, la survivine s’avere orchestrer a la fois le cycle et la
mort cellulaires, deux fonctions particulierement dérégulées dans les cellules cancéreuses.
Présente au cours du développement embryonnaire, puis absente des tissus différenciés
adultes, la survivine est fortement exprimée dans la plupart des tumeurs mettant en jeu des
voies d’activation diverses. Grace aux nombreux travaux réalisés en recherche
fondamentale, sa capacité a interagir avec différents partenaires moléculaires et sa
distribution subcellulaire originale commencent a étre mieux appréhendées. Ses propriétés
pro-oncogéniques multiples et sa valeur pronostique démontrée dans divers cancers ont fait
de la survivine une cible anti-tumorale particulierement attractive dont les premiers essais

clinigues semblent prometteurs.

Abstract: Discovered 10 years ago, survivin has a dual role in the smooth progress of
mitosis and in apoptosis resistance. Survivin plays an important physiological role in
development, but is absent in differentiated adult tissues. In contrast, aberrant survivin
expression is found in most human cancers because of various signalling pathways. A
complex survivin network appears to intersect multiple pathways in cell biology, related to
several molecular partners and fine subcellular localizations. Based on its pro-oncogenic
properties, basic and translational research have shown a growing interest in survivin study
that has led to consider survivin as a prognostic marker and a promising target for anti-

tumoral therapies.
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Introduction

Découverte il y a 10 ans [1], la survivine a rapidement attiré I'attention de la communauté
scientifique par sa biologie fascinante et son potentiel thérapeutigue en cancérologie.
Conservée au cours de I'évolution, la survivine appartient a la famille des IAP (Inhibitors of
Apoptosis Proteins), définie par le domaine structurel BIR caractérisé a l'origine chez le
bacculovirus pour son réle dans la protection vis-a-vis de I'apoptose. Initialement décrite
comme acteur de la survie des cellules cancéreuses, ce qui lui valut son nom, la survivine se
place en fait au carrefour de la régulation de processus cellulaires essentiels: cycle et mort
cellulaires. La majorité des tumeurs, solides ou hématopoiétiques, I'exprime de fagon
aberrante et des études génomiques l'identifient comme le 4° gene spécifique de tumeur [2].
La survivine possede également un role physiologique majeur lors du développement, les
souris knock-out pour cette protéine ne survivant pas au dela du 5° jour embryonnaire [3]. En
revanche, la survivine n’est pas ou peu exprimée dans les tissus différenciés adultes. En
cancérologie, de nombreuses études démontrent I'intérét pronostique de la survivine et son
expression préférentielle dans les tumeurs en fait une cible thérapeutique attractive
actuellement en cours d’évaluation clinique. Dans cette revue, nous aborderons les causes
et les conséquences de I'expression aberrante de la survivine dans les cellules tumorales.
Nous ferons le bilan des mécanismes moléculaires de la survivine qui participent au cycle
cellulaire, et détaillerons ceux encore en cours d’exploration, impliqués dans la résistance a
'apoptose. Les fonctions multiples de la survivine la projettent au coeur d'un réseau
fonctionnel pro-tumoral et la désignent comme cible thérapeutique particulierement
pertinente dans le cancer [4]. Nous évoquerons donc son intérét pronostique en
cancérologie et les applications thérapeutiques qui découlent des nombreux travaux de

recherche menés depuis 10 ans.

La survivine dans les cancers : les causes de sa surexpression

La survivine est une petite protéine de 16,5 kDa, de ¥ vie courte (30 minutes) et
composée de trois domaines principaux : un domaine BIR en N-terminal, une extrémité C-
terminale en hélice a et entre les deux un domaine NES d’exportation hors du noyau (Figure
1). L’étude de son promoteur a fourni de nombreuses informations sur la régulation de ce
géne. Tout d’abord, les régions CDE/CHR sont impliquées dans la régulation de son
expression au cours du cycle cellulaire. Ainsi, la survivine montre un pic en phase G2/M en
relation directe avec sa fonction de régulateur mitotique. La voie Rb/E2F participe également
a la régulation de son expression, notamment lors de la transition G1/S. Cependant, dans les
cellules tumorales, la survivine est exprimée de maniére aberrante, indépendamment du
cycle cellulaire [5]. En effet, d’'un c6té, I'expression de la survivine est induite par de

nombreuses voies de signalisation (STAT3, PI3K, NF-«kB) ou oncogenes (Myc, ErbB2...)
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fréequemment dérégulés ou amplifiés dans les cancers. D’'un autre cété, son expression n’est
plus réprimée par des suppresseurs de tumeur souvent non fonctionnels dans les cellules
cancéreuses (p53, Rb). Des anomalies génétiques (amplification) et épigénétiques
(hypométhylation) du géne survivine peuvent également étre a l'origine de sa surexpression.
Quatre variants (2B, AEx3, 3B et 2a) de la survivine obtenus par épissage alternatif ont été
décrits, mais a des niveaux nettement inférieurs a ceux de la survivine. Une étude récente
montre que seul le variant 3B possede des propriétés biologiques proches de celles de la
survivine [6]. Enfin, des mécanismes post-traductionnels régulent la stabilité de la protéine :
(1) phosphorylation en T34 par Cdkl au cours des phases G2/M [7] et (2) polyubiquitination
sur plusieurs de ses résidus lysines (la survivine en possede 16) a travers des liaisons
K48 permettant sa dégradation par le protéasome en fin de mitose [8], processus inhibé par
son interaction avec Hsp90 [9]. Ces différents mécanismes entrainent une expression
soutenue de la survivine dans les cellules cancéreuses indépendamment du cycle cellulaire,

leur procurant un avantage de croissance (mitose et survie) [5].

Son rble dans le déroulement du cycle cellulaire

La survivine est un régulateur important de la mitose. En effet, elle intervient en tant
gue membre du complexe CPC (Chromosomal Passenger Complex) avec les deux autres
protéines, INCENP et boréaline, régulatrices de la kinase mitotique Aurora-B (pour revue :
[10]). Le CPC est localisé au niveau des chromosomes en prophase, des centroméres en
métaphase, des cortex et fuseau équatoriaux en anaphase et du pont intercellulaire en
télophase. Il assure le déroulement correct de la mitose : régulation de la structure des
chromosomes et du fuseau mitotique, ségrégation correcte des chromatides sceurs et
achévement de la cytodiérése. Lors du point de contrble de l'assemblage du fuseau
mitotique en métaphase, le CPC contréle la tension de I'attachement des chromosomes au
fuseau mitotique. La survivine est fortement impliquée dans la localisation du CPC. Sa
phosphorylation en T117 par Aurora-B [11] et sa polyubiquitination a travers des liaisons K63
(sans impact sur sa dégradation par le protéasome) [12] régulent la dynamique de sa
localisation au centromére. INCENP et boréaline interviennent eux aussi dans la localisation
du CPC [13].

En plus de son role canonique dans la mitose, la survivine posséde un rble lors de la
transition G1/S. En effet, elle est nécessaire a I'entrée en cycle des cellules murines
normales telles que les précurseurs hématopoiétiques soumis aux cytokines ou les
lymphocytes T lors de leur activation. De plus, dans les cellules tumorales, la survivine
forcerait la transition G1/S en absence de facteurs de croissance, en déplacant les
inhibiteurs des Cdk (p16™**2, p21°P et p27“") des complexes Cycline-Cdk [14]. Nous-
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mémes observons que la survivine soutient la croissance des cellules myélomateuses

humaines en absence d’interleukine-6, leur facteur majeur de croissance (manuscrit soumis).

Un dialogue entre cycle cellulaire et survie

La survivine assurerait le lien entre prolifération et survie au cours du cycle. En effet,
dans les cellules tumorales en cycle, la survivine étant & son niveau maximal, elle peut agir a
la fois dans le déroulement correct de la mitose et dans le blocage de la catastrophe
mitotique (apoptose durant la mitose) & un moment ou la cellule cancéreuse est fragilisée
par son instabilité chromosomique. Dés la phase G2, le complexe CyclineB1-Cdkl
phosphoryle la survivine en T34 situé dans le domaine BIR, favorisant des interactions
protéiques impliquées dans la séquestration d’acteurs majeurs de I'apoptose : la caspase-3
avec p21°P dans les centrosomes [15], et la caspase-9 au niveau des microtubules [7]. De
plus, le complexe survivine-Aurora-B est impliqué dans la régulation des protéines de la
famille Bcl-2 au cours de la mitose, notamment en phosphorylant la protéine anti-apoptotique
Bcl-2 et inactivant la protéine pro-apoptotigue Bax. Ceci maintiendrait l'intégrité de la
mitochondrie nécessaire a la survie de la cellule tumorale [16] (Figure 2). Enfin, la kinase
Chk2 activée lors d’'un dommage a I'ADN pour bloquer le cycle afin de permettre la
réparation de 'ADN, interviendrait également dans la libération d’une fraction mitochondriale
de survivine spécialisée dans le blocage de I'apoptose (voir § localisation subcellulaire) [17].
La fonction de la survivine dans la survie au cours de la mitose semble particulierement

importante dans les cellules cancéreuses qui ont une activité proliférative soutenue.

La survivine contre la mort cellulaire

L’activité anti-apoptotique de la survivine est largement démontrée aussi bien dans
les cellules cancéreuses par [l'utilisation d’antagonistes moléculaires (antisens, ARN
interférence...) in vitro et in vivo que dans les cellules normales par des modéles d’animaux
hétérozygotes survivine™ . Cette activité est essentielle au cours de la mitose et I'est aussi au
cours de linterphase particulierement dans les cellules cancéreuses qui expriment la
survivine de facon aberrante indépendamment du cycle. Cependant, les mécanismes
moléculaires impliqués ne sont pas totalement élucidés et de nombreux travaux essaient de
les déméler actuellement. Malgré la présence d’'un domaine BIR, des études a la fois
structurelles et biochimiques éliminent définitivement I'hypothése selon laquelle la survivine
pourrait se lier de fagon stable aux caspases et les inhiber directement comme cela est
clairement démontré pour XIAP, membre de la famille des IAP et puissant inhibiteur direct
des caspases. La survivine inhiberait les caspases de facon indirecte avec l'aide d’autres
partenaires [18]. De plus, la survivine bloquerait la mort cellulaire indépendante des

caspases notamment en inhibant la libération du facteur mitochondrial pro-apoptotique AlF
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[19] (Figure 2). Enfin, la survivine participerait aussi a la survie en régulant les processus de

réparation de 'ADN et le métabolisme cellulaire en réponse a un stress [20].

La survivine préfére la coopération dans le blocage de I'apoptose

L’étude de « l'interactome » de la survivine ouvre un champ riche d’investigations
[21]. Le domaine BIR de la survivine lui permet de former des homodiméres et d’interagir
avec plusieurs partenaires moléculaires impliqués eux-mémes dans le contrOle de I'apoptose
(Figure 2). D’une part, la survivine favorise l'activité anti-apoptotique de XIAP par deux
mécanismes : (1) le complexe survivine/XIAP protége ce dernier de sa dégradation par le
protéasome [22], (2) la survivine neutralise Smac, un inhibiteur de XIAP libéré par la
mitochondrie au cours de I'apoptose [23]. Cependant, I'activité anti-apoptotique du complexe
survivine/XIAP peut étre contrecarrée par XAF-1, autre inhibiteur de XIAP, qui entraine la
dégradation de la survivine [24]. D’autre part, la survivine pourrait participer & la régulation
de la perméabilité mitochondriale en interagissant avec Bax, un complexe observé dans les
cellules myélomateuses (données personnelles). Enfin, la survivine semble impliquée dans
l'installation d’'un environnement permissif pro-oncogénique associé a I'adaptation aux stress
cellulaires en formant des complexes stables avec la protéine chaperonne Hsp90 [9], ou

encore avec HBXIP du virus de I'hépatite B impliqué dans les cancers du foie [25].

LIEN ENTRE LOCALISATION SUBCELLULAIRE ET BLOCAGE DE L’APOPTOSE

La localisation subcellulaire de la survivine et sa fonction sont étroitement liées. En
effet, il a été montré que I'exportation de la survivine hors du noyau, grace notamment au
transporteur Crml, était indispensable a son activité anti-apoptotique dans les cellules
interphasiques [26]. De plus, une fraction de survivine située dans I'espace
intermembranaire de la mitochondrie a été spécifiguement identifiée dans des lignées
tumorales [27]. Bien que la survivine ne posséde pas de séquence d’import mitochondrial,
son association avec Hsp90 pourrait lui permettre d’entrer dans la mitochondrie [9]. Dans ce
compartiment, la survivine séquestrerait Smac en 'empéchant d’étre libéré lors de I'apoptose
[28]. La survivine mitochondriale pourrait aussi étre libérée dans le cytoplasme au cours de
'apoptose et ainsi interagir avec XIAP pour le stabiliser. La mitochondrie serait alors un
passage important pour la survivine car elle y est déphosphorylée en S20, une modification
essentielle pour son interaction avec XIAP [29] (Figures 1 et 2). Ainsi, lors d'un stress
cellulaire, la libération de la survivine mitochondriale limiterait I'amplification du processus
apoptotique. Cette localisation confére donc un avantage aux cellules tumorales vis-a-vis de

'apoptose, et ceci indépendamment du cycle cellulaire.
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La survivine comme marqueur pronostique : un bon tuyau ?

Plusieurs modeles animaux transgéniques comme celui du mélanome soulignent
limportance de la survivine dans la prédisposition a I'apparition de cancers [30]. En clinique
humaine, I'expression aberrante de la survivine dans les tumeurs a fait l'objet de
nombreuses études qui ont montré sa corrélation avec la progression de la maladie et un
pronostic défavorable (pour revue [31]). Nous avons également observé cette corrélation
dans le myélome multiple [32]. Néanmoins, la localisation cytoplasmique ou nucléaire
associée a ce pronostic différe (Tableau |) et aucune donnée n’est encore disponible sur la
valeur prédictive de la survivine mitochondriale. Des études complémentaires utilisant des
protocoles standardisés devront étre réalisées pour conclure sur ce sujet.

Certaines études se sont également attachées a étudier le réle de la survivine en tant
gue marqueur prédictif de I'efficacité des thérapies anti-tumorales (pour revue : [33]). Des
études in vitro montrent que la survivine est fortement exprimée dans des lignées cellulaires
radio ou chimio-résistantes. Chez les patients, I'expression aberrante de la survivine est ainsi
corrélée a la résistance au taxol pour les carcinomes ovariens ou au cisplatine pour les
cancers de I'estomac et de la vessie. Elle est également associée a une résistance aux
traitements hormonaux dans les cancers du sein et de la prostate. De plus, I'expression de la
survivine est induite par des traitements anti-cancéreux tel que le cisplatine. La survivine
jouerait donc un rble dans la résistance aux traitements a la fois de novo et acquise.

En plus de son intérét pronostique, la survivine semble également utilisable en
clinigue en tant que biomarqueur urinaire dans le cancer de la vessie [34] et indicateur de

rechute dans le cancer du sein [35].

La survivine : une cible prometteuse

L’expression préférentielle de la survivine dans les tissus tumoraux en fait une cible
thérapeutique potentielle particulierement pertinente (Tableau Il). De plus, la survivine étant
également exprimée par les cellules endothéliales lors de I'angiogénése [36], son inhibition
permettrait de cibler aussi bien la tumeur que les néovaisseaux associés.

Plusieurs inhibiteurs ciblant I'expression ou la fonction de la survivine sont
actuellement en cours de développement cliniqgue (pour revue : [37]). Récemment, la
molécule YM155, inhibiteur direct de la transcription du géne survivine, a permis d’induire
une régression tumorale importante chez des patients au cours d’essais de phase | [38]. Par
ailleurs, l'inhibition de la traduction de la survivine permettait d’obtenir une augmentation de
'apoptose spontanée, une sensibilisation aux radiations et a différentes drogues in vitro
(cisplatine, étoposide) ainsi qu’une inhibition de la croissance tumorale in vivo, comme nous

lavons notamment observé dans le myélome multiple [32]. Basé sur ces résultats, un
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oligonucléotide antisens (ASO) vient d’étre testé avec succés dans un essai clinique de
phase | et la phase Il a été annoncée. Enfin, plusieurs inhibiteurs de [linteraction
Hsp90/survivine ont également été genérés (17-AAG, AICAR, shepherdine). Ces molécules
libérent les « protéines-clientes » d’Hsp90 [39], et particulierement la survivine, déclenchant
alors leur dégradation et induisant 'apoptose dans les cellules cancéreuses comme cela a
été clairement démontré pour la sherpherdine [40]. L’association d’inhibiteurs de la survivine
a des traitements anti-cancéreux conventionnels et leur administration éventuellement
séquentielle pourraient améliorer les protocoles thérapeutiques anti-anticancéreux existants.

La survivine est également la cible de thérapies géniques et cellulaires innovantes
(pour revue : [33]). Ainsi, une molécule de fusion entre la protéine TAT du HIV et le dominant
négatif T34A de la survivine a été testée avec succes dans un modéle pré-clinique de
mélanome. Des études se sont également servies de I'expression tissulaire restreinte de la
survivine pour induire une apoptose spécifique grace a des virus oncolytiques. Cette
technique qui consiste a induire un cycle lytique viral dans les cellules ayant le promoteur
survivine actif, a permis d’obtenir une forte inhibition de la croissance tumorale dans des
modéles de cancer du poumon et de gliome chez la souris [41]. La surexpression de la
survivine dans les tumeurs en fait également un antigéne de choix pour des protocoles
d'immunothérapie et de vaccination (pour revue: [37]). Des lymphocytes T CD8"
cytotoxiques dirigés contre des épitopes de la survivine ont été détectés dans le sang de
patients atteints de mélanome ou de myélome multiple [42], et un protocole de vaccination
(phase I) a permis d’observer une régression tumorale transitoire. Un vaccin a ADN utilisant
des bactéries atténuées exprimant la survivine a également permis d’observer une apoptose
tumorale ainsi qu’une inhibition de la néo-angiogénése chez la souris [43]. Enfin, la
persistance dans le temps de la réponse anti-survivine indique qu’une vaccination sur le long

terme pourrait s’avérer efficace dans la prévention des rechutes [44].

Conclusion

La survivine est au cceur de processus cellulaires complexes et ses propriétés
biologiques sont particulierement exploitées par les tumeurs qui I'expriment fréquemment a
des niveaux aberrants et pour lesquelles une « addiction » a celle-ci est souvent observée.
Ces arguments font de la survivine une cible prometteuse des thérapies anti-tumorales, et
les essais pré-cliniques et cliniques la ciblant montrent une efficacité significative sans effet
secondaire majeur. Néanmoins, le réle physiologique de la survivine dans I’hématopoiése et
le systéeme immunitaire suggere qu’une utilisation prolongée des inhibiteurs de la survivine
pourrait s’avérer délétére. Un suivi sera donc nécessaire pour conclure définitivement sur
linnocuité de linhibition de la survivine en cancérologie. C’est pourquoi, il est important

d’approfondir nos connaissances sur les fonctions et les mécanismes d’action de cette
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protéine qui en 10 ans a montré de multiples facettes. Les prochaines études montreront
peut-étre que la cellule souche tumorale tant convoitée exprime la survivine. Ainsi, des
thérapies ciblant la survivine seraient capables d’atteindre a la fois la masse tumorale, les

néovaisseaux associés ainsi que la cellule souche tumorale qui alimente la tumeur.
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Acronymes :

IAP : Inhibitor of Apoptosis Protein

BIR : Bacculovirus IAP Repeat

CDE/CHR : cell cycle-dependent element / cell cycle homology region
CPC : Chromosomal Passenger Complex

INCENP : INner CENtromere Protein

Cdk1 : Cyclin dependante kinase 1

NES : Nuclear Exportation Signal

XIAP : X-chromosome-linked IAP

AIF : Apoptosis Inducing Factor

XAF-1 : XIAP-Associated Factor-1

Smac : Second Mitochondria-derived Activator of Caspase
Hsp90 : Heat shock protein 90

HBXIP : Hepatitis B X-Interacting Protein

ASO : oligonucléotide antisens

T34 et T117 : thréonine en position 34 et 117

S20 : sérine en position 20

K48 et K63 : lysine en position 48 et 63
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décompresseur TIFF (non compressé)
sont requis pour visionner cette image.

Figure 1: Régulation de I’expression de la survivine.

Dans les cellules normales, la transcription du géne survivine est dépendante du cycle cellulaire grace
a ses motifs CDE/CHR et la voie Rb/E2F. Dans les cellules tumorales, son expression aberrante
indépendante du cycle cellulaire est soutenue par diverses voies de signalisation ou oncogénes (voies
activatrices (+)), et n'est plus réprimée par des suppresseurs de tumeur (voies répressives (-)).
L'’ARNm survivine subit un épissage alternatif, les variants 2B, AEx3, 3B et 2a obtenus sont
minoritaires par rapport a la survivine. La survivine est composée de trois domaines principaux : (1) un
domaine BIR impliqué dans son homodimérisation, ses interactions avec les membres du CPC lors de
la mitose et diverses protéines lors de I'apoptose, (2) une séquence d’exportation hors du noyau
(NES) et (3) une extrémité C-terminale en hélice o impliquée dans son interaction avec les
microtubules. Enfin, au niveau post-traductionnel, la survivine peut étre modifiée : phosphorylations
et/ou ubiquitinations. La survivine porte trois sites de phosphorylation qui peuvent moduler ses
interactions protéiques et localisations. La survivine est entrainée vers le protéasome aprés sa
polyubiquitination a travers des liaisons K48, au contraire de sa polyubiquitination & travers des

liaisons K63 modulée par Udf1/hFAM qui intervient dans sa localisation au centromere.
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Figure 2: Réle de la survivine dans le blocage de I’apoptose mitochondriale.

En amont de la mitochondrie, dans les cellules en mitose, le complexe Survivine-Aurora-B semble
contrdler la stabilisation de la protéine anti-apoptotique Bcl-2 par sa phosphorylation et la diminution
de I'activation de la protéine pro-apoptotique Bax. Au niveau de la mitochondrie, la survivine inhibe la
libération des facteurs Smac et AlF, impliqués dans I'apoptose caspase-dépendante et indépendante
respectivement. En aval de la mitochondrie, la survivine, elle-méme relarguée a partir de la
mitochondrie lors d’'un stress cellulaire : (1) forme un complexe avec XIAP pour le stabiliser et
favoriser son réle d’'inhibiteur direct des caspases et (2) neutralise Smac, un inhibiteur de XIAP. XAF-

1, autre inhibiteur de XIAP, inhibe le complexe survivine/XIAP.
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Cancer

Localisation de la survivine

Foie
Poumon
Mélanome
Sein
Colorectal
Oesophage
Ovaire
Pancréas
Estomac
Leucémie

Nucléaire
Cytoplasmique/ Nucléaire
Nucléaire
Nucléaire/Cytoplasmique
Nucléaire/Cytoplasmique
Nucléaire
Nucléaire
Cytoplasmique
Cytoplasmique
Nucléaire/Cytoplasmique

Tableau | : Tableau des études associant la surexpression et la localisation de la survivine a
un mauvais pronostic, d’aprés [31].

Approche thérapeutique Molécule Statut de I’étude  Référence
Inhibition de la transcription  YM155 (Astellas) Phase | [38]
Inhibition de la traduction ASO Phase | [33]

LY2181308 (ISIS/ Eli Lilly)

17-AAG Phase | [45]
Antagoniste Hsp90 AICAR Pré-clinique [46]

Shepherdin Phase | [40]
Dominant Négatif TAT-surv-T34A Pré-clinique [33]
Virothérapie Adénovirus Pré-clinique [33, 42]
Thérapie génique Promoteur survivine Pré-clinique [47]

Cellules dendritiques Phase | [48]
Immunothérapie Peptides Phase | [49]

Vaccin a ADN Pré-clinique [43]

Tableau Il : Tableau des principales stratégies thérapeutiques ciblant la survivin
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RESUME

EXPRESSION ET FONCTION DE LA PROTEINE SURVIVINE
DANS LE MYELOME MULTIPLE : IMPLICATIONS CLINICO-BIOLOGIQUES

Le myélome multiple (MM), qui représente 20% des hémopathies malignes, est caractérisé
par une importante instabilité chromosomique, une prolifération résiduelle et un défaut
d’apoptose. La forte chimiorésistance associée a ce cancer justifie la recherche de nouvelles
cibles thérapeutiques. Nous avons évalué l'implication de la protéine survivine dans la
physiopathologie du MM. La survivine est un membre de la famille des IAP (inhibiteurs de
'apoptose) qui révéle une expression aberrante dans la plupart des cancers et se place au
carrefour de processus souvent dérégulés dans le cancer : cycle cellulaire et survie. Nous
avons montré une corrélation entre I'expression de la survivine et la progression de la
maladie dans le MM. Son expression augmente a la rechute et dans les formes
extramédullaires. De plus, son expression chez les patients au diagnostic est associée a un
mauvais pronostic. La modulation de son expression par ARN interférence ou par
surexpression ectopique démontre I'implication de la survivine dans la croissance de la
tumeur myélomateuse en terme de prolifération, survie, chimiorésistance, tumorigénicité et
dépendance a I'lL6. Enfin, une forte expression de la survivine entraine la diminution de
'expression de la protéine pro-apoptotique Bim qui est impliguée dans la mort des
plasmocytes myélomateux notamment au cours de la privation en IL6. Nous avons aussi
démontré I'existence de la corrélation inverse entre les ARNm survivine et bim chez une
cohorte de patients au diagnostic.

Mots clés: myélome multiple, cycle cellulaire, apoptose, survivine, Bim, pronostic, cible
thérapeutique
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EXPRESSION AND FUNCTION OF PROTEIN SURVIVINE
IN MULTIPLE MYELOMA: CLINICAL AND BIOLOGICAL IMPLICATIONS

Multiple myeloma (MM), which represents 20% of malignant hemopathies, is characterised
by important chromosomal instability, residual proliferation and disruption of apoptosis. The
large chemoresistance observed in MM justifies the research of new therapeutic targets. We
have investigated the involvement of the protein survivin in MM pathophysiology. Survivin is
a member of IAP family (inhibitors of apoptosis) that shows aberrant expression in most
cancers and locates at the crossroad of processes often deregulated in cancer: cell cycle
and survival. We have found a strong correlation between survivin expression and clinical
course of MM. Its expression increases on the relapse and in extramedullary forms of MM. In
addition, its expression in patients at diagnosis is associated with a bad prognosis. The
modulation of its expression by interference RNA or by ectopic overexpression demonstrates
the involvement of survivin in myeloma cell growth: proliferation, survival, chemoresistance,
tumorigenicity and IL6-dependence. Finally, a high survivin expression leads to the
decreased expression of the pro-apoptotic protein Bim, which has already been involved in
myeloma cell death especially upon IL6-deprivation. Interestingly, an inverse correlation
between survivin and bim mRNA is also observed in a cohort of patients at diagnosis.

Keywords: multiple myeloma, cell cycle, apoptosis, survivin, Bim, prognosis, therapeutic
target
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