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Résumé des travaux de these

La division cellulaire est cruciale pour le maintien de la stabilité du génome. Or, les génes
régulateurs de la mitose sont fréquemment mutés dans le cancer. Les cellules cancéreuses
possédent généralement un nombre anormal de chromosomes et la majorité des tumeurs solides
sont aneuploides. Cette caractéristique favorise notamment I'initiation et la progression tumorale
mais constitue également un facteur de mauvais pronostic et de résistance thérapeutique. La voie
sphingosine kinases/sphingosine 1-phosphate (SphKs/S1P) régule la prolifération et la survie
cellulaire, 'apoptose, la migration ou encore la réponse inflammatoire. De nombreuses études ont
montré que sa surexpression favorise I'initiation et la progression tumorale mais également I'invasion,

le processus métastatique et I’acquisition de résistance a la thérapie.

Mon projet de thése vise a mettre a évidence le réle de la voie SphKs/S1P dans la régulation de la
mitose et de la ségrégation chromosomique. Nos résultats montrent pour la premiere fois que les
SphKs contrblent la progression mitotique. Cette régulation implique la production de S1P et son
interaction avec son récepteur couplé aux protéines G, le S1P;. La surexpression des SphKs ou la
surproduction de S1P altérent la ségrégation des chromosomes. De plus, nos données récentes
suggérent que la voie SphKs/S1P puisse étre impliquée dans I’acquisition de résistance aux agents

de chimiothérapie ciblant la mitose.

Nous montrons pour la premiére fois que la voie SphKs/S1P est un nouveau régulateur de la
mitose. Ces travaux permettent de mieux comprendre comment la voie SphKs/S1P contribue au
développement tumoral et renforcent leur intérét comme cible thérapeutique dans le traitement du

cancer.
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Abstract

Cell division is a crucial process for genome maintenance. In cancer, numerous regulators of
mitosis are mutated or altered, impeding the quality of chromosome segregation. Tumors exhibit a
high chromosomal instability and are frequently aneuploid. These hallmarks promote tumor initiation
and progression but are also associated with poor prognosis and therapeutic resistance. The
sphingosine kinases/sphingosine 1-phosphate (SphKs/S1P) pathway is a key regulator of several
fundamental biological processes including cell proliferation, survival, apoptosis, migration or
inflammatory response. Numerous studies have shown that the up-regulation of the SphKs/S1P
pathway promotes tumor initiation and progression, invasion, metastasis and resistance to anti-

cancer therapies.

We are interested in the role of the SphKs/S1P pathway in cell division regulation. Our data indicate
for the first time that SphKs regulate mitotic progression trough S1P production and the interaction
with its G protein-coupled receptor S1Ps. Furthermore, we showed that the up-regulation of the
SphKs/S1P pathway impairs chromosome segregation. Finally, our recent data suggest that the
SphKs/S1P pathway may be involved in the acquisition of resistance to mitotic chemotherapeutic

agents.
Overall, we have identified the SphKs/S1P/S1P; pathway as a new genuine regulator of mitosis. We

give support to the understanding of the implication of the SphKs/S1P pathway in tumoral

progression and strenghten its interest as anti-cancer therapeutic targets.
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Chapitre 1. La division cellulaire ou
mitose

1. Introduction au cycle cellulaire

1.1. De la cellule au cycle cellulaire
La cellule est I'unité structurale et fonctionnelle du vivant constituant les formes de vie les plus
simples comme les organismes unicellulaires aux plus complexes a l'instar des organismes dits

supérieurs composés de milliers de milliards de cellules organisées en tissus et en organes.

Le terme «cellule » tire son origine du latin cellula signifiant « petite chambre ». En 1665, le
scientifique Robert Hooke découvre, a I’'aide d’un microscope rudimentaire de sa conception, que le
liege est constitué de multiples alvéoles dont I’organisation lui évoque les cellules monastiques. I
reproduit cette observation dans des plantes vivantes et donne a ces structures le nom de « cellule »,
bien que sa définition soit tres différente du concept actuel. De nombreux scientifiques vont étudier
la cellule et contribuer a I’établissement au XIX® siécle de la théorie cellulaire. Notamment, les travaux
de Matthias Jakob Schleiden et de Theodor Schwann établissent que les animaux et les végétaux
sont tous constitués de cellules, unité structurale du vivant. Schwann décrit notamment la cellule
comme une vésicule nucléée, délimitée par une membrane et étant le siége d’échanges nutritifs. Il
propose cependant une origine des cellules erronée, basée sur la théorie de la génération spontanée
en vogue a I'époque que Louis Pasteur réfutera. En 1858, Rudolf Virchow affirme que les cellules
proviennent d’autres cellules (« omnis cellula ex cellula »), conjecturant le concept de la multiplication
cellulaire par division.

En 1882, Walther Flemming publie la compilation de ses travaux dans un livre intitulé
« Zellsubstanz, Kern und Zelltheilung » (Substance cellulaire, noyau et division cellulaire) ou il utilise
pour la premiére fois le terme « mitose » (issu du grec mitos, filament) pour évoquer la transformation
du noyau qu’il observe au cours de la division (Flemming, 1882). Il découvre que le noyau des
cellules contient une substance aisément colorable qu’il appelle chromatine (matériel colorable). II
décrit la division cellulaire telle que nous la connaissons aujourd’hui et en distingue deux phases. La
premiére, progressive, consiste en la formation de filaments dans le noyau et en leur arrangement au
centre de la cellule. La deuxiéme, régressive, débute avec la séparation de ces filaments en deux
groupes et aboutit a la réapparition des noyaux des deux cellules filles (Paweletz, 2001). Flemming
est ainsi le premier a décrire les mouvements des chromosomes — les filaments qu’il observe, le
terme «chromosome » (corps colorable) n’apparaitra que plus tard — et a constater que leur nombre
est stable pour une espéce donnée. Il postule que chaque noyau est issu d’un noyau pére contenant
le méme nombre de chromosomes.

En 1889, Richard Altmann prouve que la nucléine, substance riche en phosphore issue du noyau

des cellules et caractérisée par Friedrich Miescher dés 1869, contient un acide qu’il nomme acide
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nucléique. Plus tard, cet acide qui sera renommé acide désoxyribonucléique, ou ADN, est considéré
comme le composant majeur des chromosomes. En 1952, Alfred Hershey et Martha Chase, dans la
continuité des travaux de nombreux scientifiques comme Oswald Avery, Colin McLeod ou Maclyn
MacCarty, apportent la preuve irréfutable que I’ADN est le support de I'information génétique.

La description de la division cellulaire remonte donc a pres de 150 ans, mais les scientifiques ont
longtemps été limités a des observations a I'aide de microscopes et de colorations de tissus. Ce
n‘est qu'a partir de la seconde moitié du XX°® siécle que les incroyables progrés en biologie
moléculaire ont permis aux biologistes cellulaires, aux biochimistes et aux généticiens de joindre
leurs efforts pour percer les secrets de la régulation du cycle cellulaire. Les premiers travaux ont été
menés sur des modeles simples comme les levures ou des oocytes d’oursin ou de xénope, puis ont
été transposés a des organismes plus complexes comme les cellules de mammiferes. La
cristallisation des travaux fondateurs de nombreux scientifiques a conduit a I’établissement d’un
modele général de la régulation du cycle cellulaire. En 2001, le Prix Nobel de Médecine a été attribué
conjointement a Leland Hartwell, Sir Timothy Hunt et Sir Paul Nurse pour leurs travaux pionniers sur

les mécanismes moléculaires contrdlant le cycle cellulaire.

Chaque cellule eucaryote recgoit des informations de son environnement qui dirigent ses fonctions
et son comportement. En réponse a des signaux prolifératifs, ou mitogenes, la cellule s’engage dans
le processus de division dont I’'aboutissement est la génération de deux cellules dites « filles »
génétiquement identiques a la cellule « mére ». L’ensemble des étapes qui conduisent a cette finalité
définit le cycle cellulaire. Historiquement, deux phases sont distinguées : l'interphase et la mitose

(Figure 1).

Figure 1. Représentation schématique du cycle cellulaire. Le cycle cellulaire est subdivisé en
phases successives. Les phases G1, S et G2 sont rassemblées sous la notion d’interphase. La phase
de division cellulaire ou mitose est la derniere étape du cycle cellulaire.
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1.2. Linterphase
L’interphase représente la quasi-totalité de la durée d’un cycle cellulaire. Elle rassemble tous les
événements nécessaires a la préparation de la division. Elle est subdivisée en trois phases

principales.

1.2.1. La phase G1
La phase G1 (Gap-1), appelée parfois GO/G1, correspond a la préparation de la cellule pour son

entrée et sa progression dans le cycle. Si les conditions environnementales ne sont pas favorables a
sa prolifération, c’est-a-dire si la cellule ne regoit pas un certain nombre de signaux essentiels tels
des facteurs de croissance, ou si elle regoit des signaux antiprolifératifs, la cellule peut ne pas rentrer
dans le cycle cellulaire. C’est le franchissement d’un point de décision majeur appelé point de
restriction qui va définir I’entrée de la cellule dans le cycle cellulaire a proprement parler (Bartek et al.,
1996; Blagosklonny and Pardee, 2002). Tant que la cellule n’a pas franchi ce point, elle peut rester
dans une phase de quiescence, appelée GO, non-proliférative. Le point de restriction est levé par la
stimulation et la présence dans I'environnement cellulaire suffisantes de facteurs prolifératifs, de
nutriments, mais également quand la cellule atteint une certaine taille. Au-dela, sa progression dans
le cycle cellulaire devient indépendante de ces facteurs. Cet aspect crucial du contréle du cycle
cellulaire empéche ainsi la division des cellules alors qu’elles n’y sont pas préparées.

Au cours de la phase G1, la cellule présente donc un fort métabolisme ainsi que d’intenses
activités transcriptionnelle et traductionnelle aboutissant a sa croissance et a I'accumulation de
métabolites divers, d’ARNm et de protéines. Un point de contrble dit de dommages de I’ADN vérifie
que I'état de I’ADN est bon pour permettre la poursuite dans le cycle cellulaire. Sinon, les cellules

sont temporairement arrétées pour permettre la réparation de I’ADN.

1.2.2. Laphase S
Dans une cellule diploide en G1, chaque chromosome est présent en deux copies et est formé par

une seule chromatide. Or, lors de la division cellulaire, la cellule mére sépare son génome en
distribuant une chromatide de chacun de ses chromosomes aux deux cellules filles. Il est donc
nécessaire que la cellule duplique ses chromatides avant qu’elle ne se divise. Ceci est effectué lors
de la phase S (Synthesis). La cellule réplique son ADN, aboutissant a la création d’une deuxiéme
chromatide par chromosome.

La réplication de I’ADN se fait selon un mode dit semi-conservatif. Brievement, sous I’action
d’hélicases, la double hélice d’ADN est localement déroulée permettant a la machinerie réplicative
complexe dont les acteurs phares sont les ADN polymérases de synthétiser deux nouveaux brins a
partir des deux parentaux. Cette synthése se doit d’étre la plus précise possible pour ne pas
introduire de mutations dans les néo-brins d’ADN.

L’ADN n’est pas le seul a étre répliqué au cours de la phase S. Un organite intracellulaire crucial
pour la division cellulaire est également dupliqué : il s’agit du centrosome. Le centrosome est
considéré comme le centre organisateur principal des microtubules, des polyméres de tubuline

composants du cytosquelette. Cet organite est composé de deux centrioles disposés
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perpendiculairement I’'un a 'autre baignant dans une matrice péricentriolaire. Cette matrice contient
notamment des complexes d’anneaux de y-tubuline qui servent a la nucléation des microtubules. En
G1, une cellule normale possede un seul centrosome. Dés lors de la transition G1/S, les deux
centrioles, dits alors peéres, s’éloignent I'un de l'autre et sont dupliqués selon un mode semi-
conservatif, chacun donnant un centriole dit fils. Les deux centrosomes, formés d’une paire de
centrioles pére-fils, vont ensuite subir une maturation jusqu’a la phase de division cellulaire (Doxsey

et al., 2005).

1.2.3. Laphase G2
Aprés avoir répliqué son génome, la cellule entre en G2 (Gap-2). Au cours de cette phase, de

nombreux mécanismes vérifient si I'état de la cellule lui permet d’effectuer la phase de division. L’état
de I’ADN est notamment analysé et des processus de réparation sont mis en place en cas de Iésions
induites par des défauts de réplication au cours de la phase S ou par divers stress ou agents intra- et
extracellulaires. Durant la G2, la cellule prépare également sa transition vers la mitose en synthétisant

et en accumulant tous les régulateurs requis pour cette phase.

1.3. La mitose, phase de division cellulaire
La division cellulaire ou mitose est I'ensemble des événements de séparation du génome
(caryocinése), du corps et des composants (cytocinése) d’une cellule mére en deux cellules filles. On

distingue généralement six étapes (Figure 2).

1.3.1. La prophase
L’entrée des cellules en mitose est marquée par de profonds remodelages de sa morphologie et de

ses organites. Un intense remaniement du cytosquelette d’actine conduit a son arrondissement et la
rigidification du cortex cellulaire. Ces étapes précoces sont cruciales pour le reste de la division
cellulaire (Kunda and Baum, 2009). Le réseau de microtubules interphasique est désassemblé et les
centrosomes sont le siége d’une forte activité de nucléation qui aboutira a la formation du fuseau
mitotique, le vecteur de la ségrégation chromosomique. Des arrangements radiaux de microtubules
courts et dynamiques appelés asters émanent de chaque centrosome et vont devenir les deux péle
du fuseau mitotique. Les centrosomes se séparent en migrant le long de I’enveloppe nucléaire.

Au cours de la prophase, le nucléole disparait et les chromosomes commencent a se condenser.
Les deux chromatides sceurs de chaque chromosome sont reliées par une zone hypercondensée
appelée centromeére. Des protéines comme la cohésine assurent également leur cohésion. Sur
chaque chromosome, de part et d’autre du centromére, de nombreuses protéines sont recrutées et

forment une plaque extrémement structurée appelée kinétochore.
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Figure 2. Les étapes de la mitose. En prophase, les chromosomes (en bleu) commencent a se
condenser et les centrosomes débutent I'établissement du fuseau mitotique (en rouge). En
prométaphase, I'’enveloppe nucléaire est rompue et les microtubules commencent a capturer et a
aligner les microtubules a I'’équateur de la cellule. En métaphase, tous les chromosomes sont alignés
au niveau de la plaque métaphasique. En anaphase, les deux lots de chromatides sceurs sont
ségrégés et la cellule s’allonge suite a I'élongation du fuseau mitotique. Un anneau contractile
d’actine et de myosine (en vert) s’assemble a I’équateur de la cellule. En télophase, les noyaux des
deux cellules filles commencent a se reformer. L’anneau contractile commence la séparation du
corps de la cellule. En cytocinése, seul un pont intracellulaire persiste entre les deux cellules filles. Il
sera finalement rompu lors de I'abscission parfois plusieurs heures apres la fin de la mitose. Adapté
librement de (Ruchaud et al., 2007).

1.3.2. La prométaphase
Le début de la prométaphase est marqué par la rupture de I’enveloppe nucléaire (NEB, Nuclear

Enveloppe Breakdown). Les chromosomes deviennent donc accessibles au fuseau mitotique. Leur

condensation est quasiment maximale et ils adoptent une forme bien caractéristique en X.

1.3.2.1. Le fuseau mitotique

Avant de discuter de la fonction du fuseau mitotique, il convient de préciser I'organisation de cette
structure hautement complexe et spécialisée. Le fuseau mitotique est une machine dynamique
composée de microtubules et de protéines régulatrices. Les microtubules sont des structures

polarisées, continuellement soumis a des événements d’élongation par polymérisation et de
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raccourcissement par dépolymérisation au niveau de leurs extrémités. A I'extrémité « + », I’équilibre
tend plutét vers la polymérisation alors que I'extrémité « - » a tendance a se raccourcir. La longueur
d’un microtubule dépend donc de la fréquence de la transition d’une phase d’élongation a une phase
de raccourcissement, appelée catastrophe, et de la transition inverse appelée sauvetage, a chacune
de ses extrémités. Dans le fuseau mitotique, les microtubules sont ancrés par leur extrémité « - » aux
centrosomes, ce qui la stabilise. De facto, la longueur des microtubules dans le fuseau dépend
essentiellement de la fréquence de catastrophes/sauvetage a son extrémité « + ». De nombreuses
protéines regroupées sous le terme +TIPs (Microtubule Plus-end Tracking Proteins) interagissent
avec cette extrémité pour réguler la dynamique des microtubules (Akhmanova and Steinmetz, 2010).
Trois types de microtubules vont étre polymérisés depuis les pdles pour former un fuseau mitotique
mature (Scholey et al., 2003). Les microtubules dits astraux sont dirigés vers le cortex cellulaire ou ils
interagissent avec le cytosquelette cortical d’actine via de nombreux moteurs protéiques et
participent au positionnement du fuseau mitotique dans la cellule (Kunda and Baum, 2009). Des
microtubules interpolaires et kinétochoriens, plus longs, sont établis entre les pdles du fuseau. Les
premiers sont interdigités et serviront a éloigner les deux péles I’'un de I'autre au cours des phases
tardives de la mitose, alors que les seconds interagissent avec les chromosomes (Scholey et al.,

2003) (Figure 3).

Figure 3. Le fuseau mitotique. A I'’entrée en mitose, les centrosomes sont le siége d’une intense
activité de nucléation et assemblent le fuseau mitotique, vecteur de la ségrégation chromosomique.
Cette structure est composée de trois types de microtubules aux fonctions distinctes. Les
microtubules astraux sont dirigés vers le cortex cellulaire et participent au positionnement du fuseau
dans la cellule. Les microtubules kinétochoriens capturent et alignent les chromosomes au niveau de
la plaque métaphasique. Les microtubules interpolaires sont interdigités et permettent I’élongation du
fuseau au cours des phases tardives de la mitose.

Les microtubules du fuseau sont parcourus par des protéines motrices comme les kinésines et les
dynéines. Ces transporteurs glissent le long des microtubules dans un sens préférentiel selon leur

type et prennent en charge divers cargos, notamment les microtubules eux-mémes. Ainsi, ces

26



moteurs peuvent établir les liaisons transverses entre les microtubules et les déplacer les uns par

rapport aux autres par glissement (Gatlin and Bloom, 2010).

1.3.2.2. Capture et alignement des chromosomes

Les microtubules kinétochoriens explorent le cytoplasme et capturent les chromosomes en
interagissant avec leurs kinétochores. Pour un chromosome donné, un pbéle du fuseau ne doit
capturer qu’un seul kinétochore, laissant I'autre accessible par I'autre pdle, de facon a ce que le
chromosome soit attaché de facon bipolaire. Comme nous le verrons plus tard, une importante
machinerie est impliquée dans la régulation de cette capture. Par une composante de forces de
tension et de traction exercées par le fuseau au niveau des kinétochores résultant notamment de
’action de nombreux régulateurs a la fois de la polymérisation et de la dépolymérisation des
microtubules mais également du déplacement des chromosomes le long des microtubules, et des
microtubules les uns par rapport aux autres, les chromosomes sont déplacés dans la cellule et

alignés en une plaque métaphasique a I’équateur de la cellule.

1.83.3. La métaphase
La métaphase correspond au subtil moment ou tous les chromosomes sont orientés de fagon

bipolaire par le fuseau et alignés dans la plaque métaphasique a mi-distance des deux péles du
fuseau. Les forces de tension et de traction de part et d’autre des kinétochores sont proches de

I’égalité et la cellule va pouvoir ségréger ses chromosomes en deux lots.

1.3.4. L’anaphase
Les protéines assurant la cohésion entre les chromatides sont dégradées et les chromatides sceurs

sont ségrégées en deux lots identiques. D’abord, les chromosomes sont attirés vers les pdles du
fuseau (anaphase A) notamment par la dépolymérisation des microtubules kinétochoriens, puis les
pbles s’éloignent I'un de l'autre sous I'action de moteurs protéiques qui écartent les microtubules
interpolaires interdigités, induisant un allongement cellulaire (anaphase B).

Les microtubules interpolaires sont réorganisés pour former le fuseau central. A I'équateur de la
cellule, ils induisent une signalisation sous le contréle de nombreux régulateurs dont la GTPase RhoA
et ses effecteurs qui provoque I'assemblage d’un anneau cortical d’actine et de myosine. Henrik
Bringmann et Anthony Hyman ont montré dans une étude élégante que le positionnement du plan de
clivage semble dépendre d’une signalisation émanent d’une part des microtubules astraux et du

cortex cellulaire, et d’autre part des microtubules du fuseau central (Bringmann and Hyman, 2005).

1.3.5. Latélophase
Durant la télophase, I’enveloppe nucléaire est progressivement reformée autour des chromosomes

pour constituer les noyaux des deux cellules filles. L’anneau se contracte, provoquant une

invagination de la membrane plasmique.
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1.8.6. La cytocinése
La cytocinese consiste en la séparation du corps de la cellule mére en deux cellules filles sous

effet de la contraction maximale de I'anneau acto-myosique. Cette contraction aboutit a la
formation d’un pont intercellulaire reliant les deux cellules filles. Au centre de ce pont, on retrouve
une structure particuliere appelée le corps intermédiaire (ou midbody). Caractérisé pour la premiere
fois en 1891 par Walther Flemming, le corps intermédiaire est un conglomérat protéique trés dense
aux électrons présumé jouer un rbéle durant I’abscission — la rupture du pont intracellulaire, se
déroulant parfois plusieurs heures apres la fin de la mitose — mais également dans le devenir post-

mitotique des cellules filles (Ettinger et al., 2011).

2. Régulation de la progression dans le cycle cellulaire

La progression dans le cycle cellulaire est un processus complexe, précisément régulé par des
mécanismes moléculaires fortement conservés au cours de I'évolution. Les transitions entre les
différentes phases sont déclenchées par un ensemble de phosphorylations et de déphosphorylations

par des protéines kinases et phosphatases clés.

2.1. Les complexes Cdk/cycline

2.1.1. Les Cdks et les cyclines
Les Cdks (Cyclin-dependant Kinases) sont une famille de sérine/thréonine kinases qui interagissent

avec des partenaires régulateurs, les cyclines, pour contrdler la progression dans le cycle cellulaire.
La premiére Cdk est identifiée par Paul Nurse et al. en 1975 qui décrivent plusieurs génes contrélant
I’entrée en mitose chez la levure dont le régulateur clé CDC2 (Cell Division Cycle 2) (Nurse, 1975),
connu comme CDK1 chez ’homme. Quelques années plus tard, en 1983, Tim Hunt et al. découvrent
la premiere cycline. En observant le comportement de cette nouvelle protéine, dont I'expression
augmente avant la mitose puis chute drastiquement apres, Tim Hunt écrit : « Il est difficile de croire
que le comportement des cyclines n’est pas connecté aux processus impliqués dans la division
cellulaire » et suggére que la synthése de cette protéine déclenche I’entrée en mitose alors que sa
dégradation permet la fin d’un cycle cellulaire et le début d’un nouveau (Evans et al., 1983). Il faut
cependant attendre 1990 pour comprendre que les Cdks et les cyclines interagissent entre elles

(Nurse, 1990). Les bases de la régulation de la progression dans le cycle cellulaire sont posées.

2.1.2. Régulation des complexes Cdk/cycline
L’activité kinase des Cdks est étroitement régulée a différents niveaux impliquant I'interaction avec

des partenaires activateurs: les cyclines, ou inhibiteurs: les CKls (Cdk Inhibitors), leurs
phosphorylations/déphosphorylations ou encore leur localisation subcellulaire (Malumbres and
Barbacid, 2005).

Chaque Cdk se lie préférentiellement a une ou a plusieurs cyclines pour former un complexe
Cdk/cycline actif. Cette interaction induit un changement conformationnel de la Cdk et augmente

fortement son activité kinase (Connell-Crowley et al., 1993). Ainsi, les cyclines sont cruciales pour la
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régulation des Cdks. Or, leur expression est oscillatoire ce qui permet de réguler de facon fine
I’activité des complexes Cdk/cyclines au cours du cycle cellulaire (Pines, 1999).

Les CKils sont divisés en deux familles. Les INK4 (Inhibitors of Cdk4) p16™K%, p15NKe n1giNKic,
p19™NK4 se lient & Cdk4 et & Cdk6 sous leur forme monomeérique et bloquent leur interaction avec la
cycline D. Les Cip/Kip p21°*!, p27P! p57KP2 se lient et inhibent les différents complexes Cdk/cycline
(Besson et al., 2008). Les CKils ont un rble important dans la coordination de la progression dans le
cycle cellulaire, leur activité est donc finement régulée au cours du cycle notamment par le niveau de
leur expression ainsi que par leur localisation subcellulaire.

Cependant, pour que les complexes Cdk/cycline soient complétement activés, les Cdks doivent
étre phosphorylés ou déphosphorylés sur des résidus particuliers conservés dans leur séquence.
Dans le cas de Cdk1, régulateur clé de I'entrée et de la progression en mitose, son activation requiert
d’une part I'interaction avec la cycline B, et d’autre part sa phosphorylation sur la T161 par la CAK
(Cyclin Activating Kinase), et la déphosphorylation des résidus T14 et Y15, cibles des kinases
inhibitrices Weel1 et Myt1, par les phosphatases de la famille Cdc25 (Lundgren et al., 1991;
Strausfeld et al., 1991).

2.1.3. Régulation du cycle cellulaire par les complexes Cdk/cycline
Aujourd’hui, une vingtaine de Cdks ont été identifiées chez I’homme, pour une trentaine de

protéines considérées comme des cyclines. Chaque transition entre deux phases du cycle est

régulée par un ou plusieurs complexes de Cdk/cycline (Figure 4) (Malumbres and Barbacid, 2005).

Figure 4. Les complexes Cdk/cycline et la progression dans les phases du cycle cellulaire. Ce
schéma présente les principaux complexes Cdk/cycline et indique les phases du cycle ou ils
agissent. R, point de restriction. Simplifié de (Malumbres and Barbacid, 2005).
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La progression en G1 dépend notamment des complexes Cdk4/cycline D et Cdk6/cycline D. Sous
’action de signaux mitogénes, la synthése des cyclines de type D est stimulée, ainsi que la
translocation nucléaire de Cdk4 et de Cdk6. Une fois formés, les complexes Cdk4/cycline D et
Cdke6/cycline D phosphorylent notamment des protéines comme pRb (Retinoblastoma protein). pRb
est un répresseur de nombreux facteurs de transcription comme ceux de la famille E2F. La
phosphorylation de pRb la dissocie des facteurs E2F et permet I’expression de leurs genes cibles.
Cet événement constitue le franchissement du point de restriction. Parmi les génes cibles des
facteurs E2F, on trouve les cyclines de type E qui peuvent s’associer a Cdk2. Le complexe
Cdk2/cycline E parachéve I'inhibition de pRb et déclenche la transition G1/S (Malumbres and
Barbacid, 2005).

Le complexe Cdk2/cycline E est essentiel a l'initiation de la réplication de I’ADN. Il permet
notamment le recrutement des protéines MCM (Mini Chromosome Maintenance) au niveau des
origines de réplication, et phosphoryle plusieurs régulateurs des histones (protéines chaperonnes de
’ADN), de la réplication et de la réparation de I’ADN, mais également de la duplication et de la
maturation des centrosomes (Hinchcliffe and Sluder, 2002; Malumbres and Barbacid, 2005). I
phosphoryle son inhibiteur p27%? pour induire sa dégradation par le protéasome.

Au cours de la phase S, le complexe Cdk2/cycline E doit étre inactivé pour empécher des cycles
de re-réplication de I’ADN. Cette inactivation repose sur la dégradation de la cycline E par le
protéasome (Nakayama et al., 2001). En paralléle, I'inactivation de pRb contribue également a la
transcription de génes essentiels aux phases suivantes du cycle cellulaire, notamment les cyclines de
type A et B. En S, I'accumulation de la cycline A d’une part et la dégradation de la cycline E d’autre
part favorise la formation du complexe Cdk2/cycline A. Ce nouveau complexe phosphoryle de

nombreuses protéines impliquées dans la sortie de la phase S (Malumbres and Barbacid, 2005).

Au cours de la G2, la cycline A s’associe a Cdk1 et ce complexe phosphoryle des protéines qui
participent au contréle de la progression dans le cycle cellulaire comme p53 ou la réparation de
dommages a I’ADN telle BRCA2 (Breast Cancer 2). La dégradation de la cycline A et I'expression
active de la cycline B induisent la formation du complexe Cdk1/cycline B, régulateur clé de I'entrée et

de la progression en mitose.

En phosphorylant de trés larges cibles, le complexe Cdk1/cycline B régule de fagon majeure les
événements de la mitose. Au niveau des centrosomes, il phosphoryle la kinésine Eg5 qui assure leur
séparation. Il participe a la condensation des chromosomes en phosphorylant notamment des
histones, et a la rupture de I'enveloppe nucléaire en phosphorylant les lamines qui la soutiennent et
les composants des pores. Le complexe Cdk1/cycline B a également pour substrats des protéines
associées aux microtubules, ou encore de nombreux régulateurs de la progression mitotique comme
le cofacteur Cdc20 de I'E3 ubiquitine ligase APC/C (Anaphase-Promoting Complex/Cyclosome).

Finalement, pour permettre la sortie de la mitose, le complexe Cdk1/cycline B doit étre inactivé. Ceci
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s’accomplit par la dégradation de la cycline B a la transition métaphase-anaphase suite a son

ubiquitinylation par I’APC/C (Malumbres and Barbacid, 2005).

2.2. Les phosphatases régulatrices du cycle cellulaire

La découverte des complexes Cdk/cycline comme les régulateurs majeurs du cycle a mis I'accent
sur I'importance de trés nombreuses kinases et phosphorylations impliquées dans les transitions et
la progression des différentes phases. Cependant, il est clair que si ces transitions requiérent
notamment des complexes Cdk/cyclines actifs et leurs signalisations, elles nécessitent également
leurs inactivations. La régulation des complexes Cdk/cyclines est effectuée de fagon fine au cours du
cycle cellulaire (cf. 2.1). De nombreuses phosphatases sont impliquées dans la régulation de ces
complexes et de leurs effecteurs, permettant de retourner a un niveau basal d’activité, ou d’inhiber

des voies pour permettre la progression dans le cycle.

2.2.1. Les phosphatases Cdc25
La famille Cdc25 comporte trois membres chez les mammiferes : Cdc25A, Cdc25B et Cdc25C.

Ces phosphatases sont capables d’hydrolyser les phospho-tyrosines et les phospho-
sérines/thréonines. Elles sont impliquées dans la déphosphorylation activatrice des Cdks, régulant de
facto les transitions du cycle cellulaire et notamment I'entrée en mitose ou elles induisent I'activation

compléte du complexe Cdk1/cycline B (cf. 2.1.2) (Aressy and Ducommun, 2008).

2.2.2. La famille des protéine phosphatases
Les protéine phosphatases (PPs) sont une large famille de sérine/théronine et de tyrosine

phosphatases connues pour réguler notamment de nombreux événements du cycle cellulaire comme
la mitose (Mochida and Hunt, 2012). Les implications de ces phosphatases ont largement été
étudiées ces dernieres années, aboutissant a une meilleure compréhension des événements de
phosphorylation et de déphosphorylation observés et requis pour le déroulement correct de la
mitose. La protéine phosphatase PP2A-B556 est particulierement impliquée dans la
déphosphorylation des substrats du complexe Cdk1/cycline B. Chez le xénope, a I’entrée en mitose,
I’activité de la kinase Greatwall (Gwl) augmente en partie suite a sa phosphorylation par Cdk1. Deux
de ses substrats sont les protéines Ensa (a-Endosulfine) et Arppl19 (cyclic-AMP-regulated
phosphoprotein of 19 kDa) qui, sous leur forme phosphorylée, sont des inhibiteurs spécifiques de
PP2A-B558 (Gharbi-Ayachi et al., 2010; Mochida et al., 2010). Aprés la dégradation de la cycline B a
la transition métaphase/anaphase par le protéasome, I’activité Cdk1 est fortement réduite. L’activité
de Gwl diminue également induisant une réactivation de PP2A-B556 et la déphosphorylation massive
de ses substrats (Lorca and Castro, 2013; Mochida and Hunt, 2012). Ce modele a été validé chez
’homme avec l'identification de I'orthologue humain de Gwl, la kinase MASTL (Microtubule-

Associated Serine Threonine-Like Kinase).
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2.3. Les points de contrdle du cycle cellulaire

La progression coordonnée dans le cycle cellulaire est un processus complexe pour la cellule
eucaryote. Il existe plusieurs points de contrdle au cours du cycle agissant comme des mécanismes
de surveillance pour assurer la fidélité de la division cellulaire (Figure 5). Ces points de contréle
vérifient I’exécution des processus cruciaux a chaque phase du cycle cellulaire avant de permettre la
progression dans la phase suivante. En revanche, si des anomalies sont constatées, ces points de
contrdle agissent comme des barrieres et induisent un arrét dans le cycle pour permettre leur
correction. Ces points de contréle font appel a une signalisation moléculaire extrémement
sophistiquée initiée par des senseurs qui évaluent I'état des paramétres qu’ils surveillent. Ces
senseurs activent, si besoin est, des médiateurs et des effecteurs qui relaient un signal de pause
dans le cycle cellulaire et permettent le recrutement de réparateurs pour corriger les erreurs

constatées.

Figure 5. Les points de contr6le du cycle cellulaire. Ce schéma indique les différents points de
contrdle régulant la progression dans le cycle et les criteres qu’ils évaluent. Adapté d’un document
en ligne de I’'Université de Kenyon.

Un point de contrdle a été décrit pour chaque phase du cycle cellulaire. Les trois premiers prennent
place au cours des phases G1, S et G2 du cycle cellulaire. lls contrblent I'état de la molécule d’ADN

et détectent les différentes lésions qu’elle peut subir en réponse a attaques permanentes
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occasionnées par des stress endogénes ou des agents extérieurs. Tres brievement, en présence de
cassures double brin de I’ADN, le complexe MRN (Mre11, Rad50, Nbs1) recrute ATM (Ataxia
Telangiectasia Mutated) au dommage qui phosphoryle I’histone H2AX, créant le phosphoépitope
yH2AX impliqué dans le recrutement de nombreuses protéines de la signalisation de la réparation de
I’ADN (Kastan and Bartek, 2004; Reinhardt and Yaffe, 2013). En réponse a des cassures simple brin,
la protéine RPA (Replication Protein A) recrute ATR (Ataxia Telangiectasia and Rad3 related) a I’ADN.
ATM et ATR phosphorylent et activent respectivement Chk2 et ChK1. Ces deux signalisations
aboutissent a I'inhibition des phosphatases Cdc25 d’une part, et activent le facteur de transcription
suppresseur de tumeur p53 qui stimule I’'expression du CKI p21°F' d’autre part, conduisant & une
inhibition des complexes Cdk/cycline et a un blocage de la progression dans le cycle cellulaire. En
parallele, des effecteurs de la réparation de ’ADN sont activés et recrutés pour résoudre les lésions.
Une fois les corrections effectuées, la signalisation du point de contrdle s’arréte et le cycle peut

reprendre (Reinhardt and Yaffe, 2013).

Un autre point de contrdle tres différent des précédents décrits plus haut est actif au cours de la
mitose. Son rble est capital dans le contrble de la ségrégation des chromosomes. Contrairement a
ceux établis en interphase, ce point de contrbéle n’évalue pas I'état de ’ADN mais des parameétres
beaucoup plus subtils inhérents a la fonction du fuseau mitotique comme nous allons le voir en détail

dans la partie suivante.

3. Le Spindle Assembly Checkpoint

Au cours de la prométaphase, le fuseau mitotique capture les chromosomes au niveau de leurs
kinétochores avant de les aligner au niveau de la plaque métaphasique. Pour que les chromosomes
soient ségrégés correctement entre les deux cellules filles, les kinétochores de chaque chromosome
doivent établir des connections stables avec les deux pobles du fuseau par l'intermédiaire des
microtubules kinétochoriens. Pour chaque chromosome, un kinétochore doit étre capturé par un péle
de fagon a générer un attachement dit amphitélique (Figure 6). Ce type d’attachement bipolaire
conduit a I'alignement correct du chromosome au niveau de la plaque métaphasique. Cependant,
des attachements incorrects peuvent étre générés. Premiérement, le chromosome peut n’étre
capturé que par un kinétochore, I'autre restant libre, définissant un attachement monotélique. Si les
deux kinétochores d’'un méme chromosome sont capturés par le méme pble du fuseau,
I'attachement est dit syntélique. Enfin, dans des cas dits d’attachement mérotélique, un méme
kinétochore peut étre relié simultanément aux deux pdles du fuseau (Figure 6). Des mécanismes de
détection et de correction de ces attachements incorrects existent dans la cellule (Khodjakov and
Pines, 2010; Musacchio and Salmon, 2007).
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Figure 6. Les différents types d’attachement entre les kinétochores et le fuseau. (a) Exemple
d’attachement amphitélique. Les microtubules kinétochoriens issus de chaque pdle du fuseau
capturent le chromosome chacun au niveau d’un kinétochore. Seul ce type d’attachement est correct
et permet une ségrégation équitable des chromatides sceurs entre les deux cellules filles. (b) Exemple
d’attachement monotélique. Un seul kinétochore est capturé par le fuseau, I'autre reste libre. (C)
Exemple d’attachement syntélique. Les deux kinétochores d’'un méme chromosome sont capturés
par les microtubules kinétochoriens issus d’'un méme pdle du fuseau. (d) Exemple d’attachement
mérotélique. Un méme kinétochore est capturé simultanément par les microtubules kinétochoriens
émanents des deux pdles du fuseau. Adapté de (Ruchaud et al., 2007).

L’interaction entre les microtubules et les kinétochores étant un événement stochastique, il faudra
un temps variable pour que tous les chromosomes soient capturés par le fuseau. De plus, il est rare
que les deux kinétochores d’un méme chromosome interagissent avec le fuseau simultanément.
Dans un premier temps, les chromosomes se retrouvent plutdt attachés de fagcon monotélique au
fuseau mitotique (Figure 6) (Khodjakov and Pines, 2010). Cependant, si la cellule se divise avant que
tous les kinétochores ne soient attachés au fuseau, des gains et des pertes de chromosomes
peuvent étre occasionnés, générant des cellules filles aneuploides. Dans le cas d’'un attachement
syntélique ou monotélique, si la cellule se divise, une cellule fille recevra les deux chromatides sceurs
et 'autre aucune. Pour un attachement mérotélique, lors de la ségrégation des chromosomes, un tel
attachement induira une opposition des forces de traction par les deux pdles qui maintiendra le
chromosome a [I'équateur de la cellule — on parle de chromosome retardataire (lagging
chromosome).

Le Spindle Assembly Checkpoint (SAC), encore appelé point de contrdle mitotique, prévient la
séparation des chromatides sceurs tant que tous les kinétochores ne soient capturés et alignés par le

fuseau mitotique. Il suffit qu’'un seul kinétochore reste libre pour retarder I'entrée en anaphase
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pendant des heures (Rieder et al., 1995). Ainsi le SAC fournit le temps nécessaire aux cellules pour

qu’elles capturent et alignent correctement tous leurs chromosomes en une plaque métaphasique.

3.1. Bases moléculaires du fonctionnement du SAC

Il est établi depuis longtemps que dans une cellule animale normale, I'anaphase n’est déclenchée
qu’une fois que tous les chromosomes sont disposés au centre du fuseau mitotique (Zirkle, 1970).
Cependant, les parametres évalués par la cellule pour retarder la transition métaphase/anaphase

étaient inconnus.

3.1.1. Identification des principales protéines du SAC
En 1991, deux études de criblage menées chez la levure Saccharomyces cerevisiae identifient

plusieurs génes dont la mutation altere la capacité des cellules a s’arréter en mitose en présence de
poisons du fuseau (Hoyt et al., 1991; Li and Murray, 1991). Les génes MAD (Mitotic-Arrested
Deficient) MAD1, MAD2 et MAD3 (BUBR1 chez I’homme) ainsi que BUB (Budding Uninhibited by
Benzimidazole) BUB1 et BUB3 sont notamment caractérisés. Ces génes sont conservés chez tous
les eucaryotes et sont impliqués dans une voie de signalisation active dés la prométaphase et qui
prévient la séparation précoce des chromatides sceurs : il s’agit du SAC (Musacchio and Hardwick,

2002; Taylor et al., 2004).

La transition métaphase —anaphase est marquée par la dégradation de nombreux régulateurs de la
progression mitotique. La cycline B, Le SAC cible la protéine Cdc20, co-facteur du complexe
ubiquitine ligase APC/C, en régulant négativement sa capacité a I'activer et a I'ubiquitinylation de ses
substrats clés comme la cycline B et la sécurine (Hwang et al., 1998; Kim et al., 1998). La sécurine
est un inhibiteur de la séparase, une protéase dégradant la cohésine qui maintient les chromatides
associées et dont le clivage est requis pour I'anaphase (Peters, 2006). La protéolyse de la cycline B
permet l'inactivation de Cdk1 et de promouvoir la sortie de la mitose. Ainsi, en ciblant Cdc20, le SAC
retarde ces événements, rallongeant la durée de la prométaphase jusqu’a ce que tous les

chromosomes soient capturés et alignés par le fuseau (Figure 7).

Les différents effecteurs du SAC forment un complexe appelé MCC (Mitotic Checkpoint Complex)
comportant notamment Mad2, BubR1, Bub3, et Cdc20 (Musacchio and Salmon, 2007). Outre le
complexe MCC, d’autres acteurs clés du SAC ont été caractérisés. On distingue notamment Mad1,
et les kinases Mps1 (Multipolar Spindle-1) et Aurora B. Ces protéines sont notamment requises pour
I’initiation et 'amplification de la formation du MCC et la signalisation du SAC. De plus, de nombreux
régulateurs de I'activité du SAC ont été mis en évidence comme p31°°™', MAPK (Mitogen-Activated
Protein Kinase), le complexe Cdk1/cycline B, Plk1 (Polo-like Kinase 1), ou encore la protéine
centromérique CENP-E (Centromere Protein-E, également connue comme la kinésine-7) (Musacchio

and Salmon, 2007).
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Figure 7. Bases moléculaires du SAC. En début de mitose, le complexe CdK1/cycline B est actif et
phosphoryle activement ses substrats permettant le déroulement des étapes précoces de la division
cellulaire. La séparase, enzyme clivant la cohésine qui maintient les chromatides d’un chromosome
associée est inhibée par son interaction avec la sécurine. Les kinétochores libres induisent la
formation du complexe effecteur du SAC, le complexe MCC, qui inhibe le cofacteur Cdc20 et
empéche la protéolyse médiée par le complexe APC/C et le protéasome de facteurs importants pour
la progression mitotique comme la cycline B ou la sécurine. Lorsque le SAC est inactivé, I’APC/Cc%2°
ubiquitinyle ses substrats, ce qui induit leur prise en charge par le protéasome. La dégradation de la
sécurine léve l'inhibition de la séparase permettant le clivage des anneaux de cohésine et la
séparation des chromatides sceurs. La dégradation de la cycline B conduit a I'inactivation de Cdk1,
requise pour la sortie de la mitose. Tiré de (Musacchio and Salmon, 2007).
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3.1.2. Le kinétochore, plateforme du SAC
Au cours de la prométaphase, le fuseau mitotique capture les chromosomes en interagissant avec

leurs kinétochores. Ces structures sont organisées de part et d’autre des centroméres, sur chaque
chromatide. Dans le cceur du kinétochore, on trouve des nucléosomes spécialisés comportant un
variant de I'histone 3, la protéine CENP-A qui sont associées a plusieurs CENPs pour former le
kinétochore interne (Musacchio and Salmon, 2007). Avant I’entrée en mitose, d’autres protéines
fortement conservées au cours de I’évolution comme KNL-1, ou les complexes Mtw1/Mis12,
Ndc80/Hec1 et Mcm21 (formant le réseau KMN) sont recrutés a la plaque externe du
kinétochore (Musacchio and Salmon, 2007). Ceci constitue une plateforme pour le recrutement des
protéines du SAC. Le réseau KMN est directement impliqué dans la liaison avec les microtubules
kinétochoriens (Foley and Kapoor, 2013). En périphérie du kinétochore, on trouve une zone appelée
la couronne fibreuse dans laquelle viennent se lier divers moteurs protéiques ou effecteurs du SAC
(Figure 8) (Musacchio and Salmon, 2007).

Les kinétochores sont les plateformes de signalisation du SAC en mitose. Leur état — libre ou
attaché — est crucial pour la régulation de I'activité du point de contréle. Quand un kinétochore est
libre, les protéines du SAC sont recrutées a son niveau et un signal de maintien de son activité est
transmis au cytoplasme, notamment par la formation en cascade de complexes MCC. Lorsqu’un
kinétochore est capturé de facon stable, les protéines du SAC en sont extraites et il ne soutient plus
I’activité du point de contréle. Du fait de la signalisation en cascade, ce n’est qu’uniquement lorsque
tous les kinétochores sont capturés par le fuseau que la signalisation du SAC est éteinte (Musacchio
and Salmon, 2007).
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Figure 8. Le kinétochore, plateforme du SAC. Le kinétochore est assemblé en mitose au niveau du
centromére. Cette structure complexe et hautement organisée contient de nombreuses protéines
impliquées dans la régulation de I'attachement avec les microtubules et la signalisation du SAC.
D’apres (Musacchio and Salmon, 2007).

3.1.3. Activation du SAC
Au début de la prométaphase, tous les kinétochores sont libres : le SAC est donc directement

activé dans des cellules en mitose. Récemment, les événements précoces de son activation ont

commencé a étre déchiffrés.

La formation du complexe MCC est une question non résolue aujourd’hui. Sa purification a partir

d’extraits mitotiques de cellules Hela indique que Mad2, Bub3, BubR1 et Cdc20 sont présentes
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dans des proportions stoechiométriques égales. Mad2 et BubR1 se lient a Cdc20 pour bloquer
I’activation de I’APC/C. Leurs sites d’interaction sur Cdc20 étant distincts, ils participent de fagon
synergique a l'inhibition de I’APC/C. Il est possible que la liaison Mad2-Cdc20 serve d’intermédiaire
pour promouvoir la formation du MCC. Dans des cellules humaines, l'interaction BubR1-Cdc20
requiert la liaison préalable de Mad2 avec Cdc20 (Davenport et al., 2006). Au moins trois kinases,
Bub1, MAPK et Cdk1, phosphorylent Cdc20 pour moduler son interaction avec Mad?2 et BubR1.
Récemment, la structure atomique du MCC de Schizosaccharomyces pombe a été publiée,
révélant les bases moléculaire de sa formation et de I'inhibition de ’APC/C (Chao et al., 2012). Le
MCC inhibe I'APC/C en obstruant le site de reconnaissance de Cdc20 et en empéchant son
interaction avec la sous-unité Apc10. Mad?2 stabilise le MCC en permettant I'interaction entre Mad3
(BubR1 chez 'homme) avec Cdc20. Enfin, d’autres études ont montré que I'incorporation de Cdc20
au MCC stimule son ubiquitinylation par ’APC/C et sa dégradation, induisant une inhibition du pool

de Cdc20 restant par le SAC.

Dés la rupture de l'enveloppe nucléaire (NEB), les protéines du SAC sont concentrées aux
kinétochores (Cleveland et al., 2003; Maiato et al., 2004). L’existence des kinétochores matures n’est
décrite qu’en mitose chez les vertébrés, alors qu’il est proposé que le complexe MCC existe tout au
long du cycle cellulaire, posant la question de la contribution du kinétochore dans son assemblage
(Sudakin et al., 2001). Le pool de MCC formé indépendamment des kinétochores ne semble pas
suffisant pour retarder la ségrégation chromosomique en présence continue de poisons du fuseau
mitotique. Cependant, il définit une durée minimale de la prométaphase permettant la maturation
compléte des kinétochores et le recrutement des protéines du SAC (Meraldi et al., 2004). De fagcon
intéressante, le MCC n’inhibe ’APC/C qu’en mitose, suggérant que les kinétochores libres puissent
sensibiliser ’APC/C a cette inhibition (Musacchio and Salmon, 2007). En effet, il existe plusieurs
preuves du recrutement de ’APC/C aux kinétochores en présence uniquement d’un SAC actif.

Cependant, cette hypothése n’a pas encore été totalement validée.

La kinase Mps1 joue un role prépondérant dans le recrutement des autres protéines du SAC au
niveau du kinétochore (Abrieu et al., 2001; Kwiatkowski et al., 2010; Maciejowski et al., 2010;
Santaguida et al., 2010). Mps1 phosphoryle KNL-1 au kinétochore, permettant le recrutement de
Bub1 et de Bub3, mais également de Mad1 et de BubR1 (London et al., 2012; Rischitor et al., 2007;
Shepperd et al., 2012; Vanoosthuyse et al., 2004; Yamagishi et al., 2012). Mps1 permet également le
recrutement du complexe RZZ (Rod-Zwilch-ZW10) requis pour recruter Mad1 (Kiyomitsu et al., 2007;
Kops et al., 2005).

Un modéle basé sur Mad?2 a été proposé pour expliquer la détection de I’état — libre ou attaché —
des kinétochores et la signalisation subséquente du SAC. Au niveau du kinétochore, Mad2 existe
sous deux formes. Premiérement, Mad2 peut interagir avec Mad1, une protéine requise pour sa
localisation kinétochorienne décrite comme un composant stable du kinétochore en prométaphase.

Lors de cette interaction, Mad2 adopte une conformation dite « fermée » (C-Mad2). La liaison C-
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Mad2-Mad1 agit comme un récepteur pour le recrutement au kinétochore d’'une autre forme de
Mad2 dite « ouverte » (O-Mad2) (Musacchio and Salmon, 2007). De fagon intéressante, les motits de
Cdc20 et de Mad1 impliqués dans la liaison de Mad2 sont similaires. De facto, I'interaction Mad2-
Cdc20 induit le méme changement conformationnel C-Mad2, cette conversion étant facilitée par les
complexes stables Mad2-Mad1 établis. Il est ainsi proposé que ces interactions s’amplifient en
boucle dans la cellule méme a partir d’'une faible quantité de C-Mad2-Cdc20 aux kinétochores,
soutenant ainsi une activité globale du SAC. Cette hypothése propose un mécanisme moléculaire a
’'observation selon laquelle un seul kinétochore libre suffise a retarder I'entrée en anaphase. Ce
modele prédit que les complexes Mad2-Mad1 n’activent la conformation C-Mad2 qu’en réponse a
des kinétochores libres tout comme la formation des complexes C-Mad2-Cdc20. Ainsi, la fonction
catalytique de C-Mad2 doit étre finement sous le contrdle de I'état du kinétochore (Musacchio and
Salmon, 2007).

La protéine p31°°™ un interactant de Mad2, fonctionne comme un régulateur négatif du SAC
(Habu et al., 2002; Xia et al., 2004). In vitro, p31°™ se lie avec C-Mad2, prévenant la dimérisation O-

Mad2 —C-Mad2, alors que son inactivation en périphérie des kinétochores libres la permet.

3.1.4. Régulation de I'interaction microtubules-kinétochore
Progressivement, au cours de la prométaphase, les kinétochores sont capturés par les

microtubules kinétochoriens du fuseau mitotique. Il n’est pas compris aujourd’hui s’il existe un signal
guidant les microtubules vers les kinétochores ou si les microtubules explorent aléatoirement le
cytoplasme pour rencontrer les chromosomes et les capturer. Chez les eucaryotes supérieurs, de
nombreux microtubules capturent le méme kinétochore. Récemment, les bases moléculaires de

cette interaction ont été identifiées.

3.1.4.1. Le réseau KMN et l'interaction avec les microtubules

Le réseau KMN joue un réle prépondérant dans I'attachement des microtubules au fuseau
mitotique. Une étude structurale a montré que Ndc80/Hec1 se lie aux microtubules en interagissant
avec l'a- et la p-tubuline (Alushin et al.,, 2010). De facon surprenante, cette liaison semble
permanente tout en préservant la dynamique des microtubules, essentielle au contréle de la qualité
des attachements. Il est proposé que Ndc80 soit capable de se déplacer le long du microtubule
lorsqu’il se dépolymérise ; de cette fagcon, la dépolymérisation n’induit pas de rupture de la liaison
Ndc80-microtubule. Ainsi, Ndc80 agirait comme un senseur conformationnel. KNL-1 posséde
également une activité de liaison avec les microtubules (Cheeseman et al., 2006). Le complexe
Mis12, quant a lui, assure I'ancrage du réseau KMN au kinétochore et a I’ADN centromérique via une

interaction directe avec CENP-C (Petrovic et al., 2010; Przewloka et al., 2011; Screpanti et al., 2011).

3.1.4.2. Stabilisation de 'attachement des microtubules, une histoire sous haute tension ?
Comme nous I'avons vu précédemment, I'attachement des microtubules aux kinétochores s’opére

de fagon concomitante a I'assemblage du fuseau mitotique. Des attachements anormaux peuvent
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étre produits (Figure 6). La qualité de la ségrégation des chromosomes requiert la correction de ces
erreurs. Ceci implique que I'interaction microtubules-kinétochores soit suffisamment dynamique pour
permettre le désassemblage des attachements incorrects. Deux régulateurs cruciaux de ce
processus sont la kinase Aurora B et la phosphatase PP2A-B56. Aurora B est associée a I’ADN
centromérique et est impliquée dans la déstabilisation des attachements microtubules-kinétochore
notamment en phosphorylant les composants du réseau KMN (Lampson et al., 2004; Pinsky et al.,
2006; Welburn et al., 2010). Cette phosphorylation réduit I'affinité des kinétochores pour les
microtubules (Lampson and Cheeseman, 2011). Aurora B est notamment enrichie au niveau des
centroméres des chromosomes mal alignés (Salimian et al., 2011). PP2A-B56 contrebalance Aurora
B en déphosphorylant ses substrats comme le réseau KMN au niveau du kinétochore externe (Foley

et al., 2011).

Les modéles actuels suggerent que la régulation de la stabilité des interactions microtubules-
kinétochore repose en partie sur la tension exercée par le fuseau — on parle de tension
kinétochorienne (Figure 9) (Liu et al., 2009). L’attachement des microtubules au kinétochore est
désassemblé quand cette tension est faible, alors qu’il est stabilisé lorsqu’elle est forte (Nicklas,
1997; Nicklas et al., 2001). Nous discuterons ici de la théorie la plus récente avancée par Emily Foley
et Tarun Kappoor dans la revue Nature Reviews Molecular Cell Biology (Foley and Kapoor, 2013). Au
niveau des kinétochores libres, Aurora B est proche de ses substrats comme le réseau KMN, et leur
phosphorylation est maximale (Welburn et al., 2010). Cette phosphorylation a lieu malgré la présence
également de PP2A-B56, sans doute en raison de I'étroite proximité entre Aurora B et ses substrats.
Il est également possible que I'activité d’Aurora B supplante alors celle de PP2A-B56. Au cours de la
prométaphase, plusieurs kinétochores établissent des liaisons latérales avec les microtubules
(Magidson et al.,, 2011). De fagon importante, ces liaisons n’impliquent pas le réseau KMN et
produisent une tension kinétochorienne qui étire I’ADN centromérique et éloigne physiquement
Aurora B de ses substrats. Cependant, leur proximité avec PP2A-B56 reste constante, la
phosphatase étant localisée au niveau du kinétochore externe (Suijkerbuijk et al., 2012). Ainsi, la
phosphorylation du réseau KMN diminue par rapport a un kinétochore libre de tout microtubule,
favorisant la formation d’un attachement non plus latéral mais par I'extrémité des microtubules
kinétochoriens (Welburn et al., 2010). On peut imaginer qu’en raison des multiples sites de
phosphorylation présents au niveau du réseau KMN, leur déphosphorylation par PP2A-B56 génere
une multitude d’états de phosphorylations et induit une évolution graduée des attachements
microtubules-kinétochore, plutét qu’une alternation binaire. Au fur et a mesure que les microtubules
se lient au kinétochore, la tension kinétochorienne augmente, réduisant I'accessibilité d’Aurora B
(Maresca and Salmon, 2009; Uchida et al., 2009). PP2A-B56 est également exclue des kinétochores,
alors que la phosphatase PP1 est recrutée, ce qui assure un niveau de phosphorylation faible au

niveau des kinétochores capturés par le fuseau mitotique.
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Figure 9. Modéle spéculatif de la régulation de I'attachement kinétochore—microtubule par
Aurora B et PP2A-B56. (1) Au niveau des kinétochores libres, I’absence de tension maintient Aurora
B a proximité de ses substrats du kinétochore externe et leur phosphorylation est importante. (2) En
prométaphase, les interactions latérales entre microtubules et kinétochores génerent une tension
intermédiaire qui étire le kinétochore. Ceci augmente la distance entre Aurora B et ses substrats alors
que la localisation de PP2A-B56 reste globalement inchangée. (3) La phosphorylation des substrats
d’Aurora B au kinétochore externe diminue, favorisant la stabilisation et le réarrangement de ces
attachements. (4) En métaphase, I'occupation par de nombreux microtubules induit la délocalisation
de PP2A-B56 du kinétochore. La forte tension exercée étire le kinétochore et le centromere,
entrainant une accessibilité réduite a Aurora B, permettant la stabilité des attachements. Tiré de
(Foley and Kapoor, 2013).

Une conséquence de ce type de modeéle est I'explication du mécanisme de correction des
attachements microtubules-kinétochore anormaux par Aurora B. Des attachements monotéliques ou
syntéliques n’induisent pas de tension kinétochorienne car un kinétochore est libre (Figure 6) (Foley
and Kapoor, 2013; Khodjakov and Pines, 2010; Musacchio and Salmon, 2007). Ainsi, Aurora B reste
a proximité de ses substrats, maintenant notamment la phosphorylation du réseau KMN et favorisant
la déstabilisation de ces attachements. Un attachement mérotélique induit une tension partielle,
contrebalancée par le fait qu’un kinétochore soit capturé par les microtubules établis par les deux
poles du fuseau. Le déplacement du kinétochore externe est alors insuffisant pour le faire sortir du
gradient d’activité d’Aurora B et cet attachement est également désassemblé (Foley and Kapoor,
2013; Musacchio and Salmon, 2007). Dans ces trois cas, Aurora B génére des kinétochores libres qui
soutiennent I'activité du SAC et qui pourront a nouveau étre capturés. A l'inverse, un attachement
amphitélique induit un étirement de ’ADN centromérique, un éloignement des deux kinétochores et
une forte augmentation de la tension kinétochorienne, sortant le réseau KMN du champ d’action
d’Aurora B, ce qui stabilise cette interaction (Foley and Kapoor, 2013; Musacchio and Salmon, 2007).
Ainsi, la qualité et la stabilité d’un attachement seraient déterminées indirectement par la tension

qu’ils peuvent générer et I'accessibilité résultante a Aurora B et a PP2A-B56. Des attachements
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incorrects sont désassemblés, permettant de nouvelles interactions. Ce n’est seulement que
lorsqu’un attachement amphitélique est produit qu’il est stabilisé par la tension qu’il génere.

La régulation de I'attachement des microtubules aux kinétochores dépend également d’un réseau
de protéines additionnelles comme Plk1 ou les composants du SAC Mps1, BubR1, Bub1 et Bub3
(Lampson and Cheeseman, 2011; Lampson et al., 2004; Maciejowski et al., 2010; Salimian et al.,
2011; Santaguida et al., 2010; Suijkerbuijk et al., 2012; Warren et al., 2002). En plus de leur role dans
I’activation du SAC, ces protéines régulent également Aurora B et PP2A-B56. L’adressage d’Aurora
B au centromeéere dépend en partie de la phosphorylation de I'’histone H2A médiée par Bub1
(Kawashima et al., 2010), alors que le recrutement de PP2A-B56 dépend de la phosphorylation de
BubR1 par PIk1 (Suijkerbuijk et al., 2012). En retour, PP2A-B56 régule la phosphorylation de BubR1
et I’adressage de Plk1 au kinétochore (Foley et al., 2011). Ces interdépendances de recrutement de
kinases et de phosphatases, couplées a un adressage sensible a I'attachement des microtubules

permettent des mécanismes rétroactifs rapides en réponse a la liaison microtubules-kinétochore.

La ségrégation correcte des chromosomes ne dépend pas seulement de ['établissement
d’attachements corrects des microtubules aux kinétochores. Il est également nécessaire que les
kinétochores restent attachés aux microtubules tandis qu’ils subissent des événements de
polymérisation et de dépolymérisation. Ndc80/Hec1 est capable de lier le microtubule tout en
s’adaptant a sa dynamique (cf. 3.1.4.1). D’autres protéines favorisent cette interaction comme les
complexes Dam1 (Duo7- and Mps1- interacting protein-1) chez la levure et SKA (Spindle- and
Kinetochore-associated) chez ’'homme. Ces complexes sont notamment régulés négativement par
leur phosphorylation par Aurora B (Chan et al., 2012; Gestaut et al., 2008; Lampert et al., 2010;
Schmidt et al., 2012; Tien et al., 2010).

Les attachements des microtubules aux kinétochores générent des forces qui permettront en
anaphase la ségrégation de deux pools de chromatides sceurs, chacun vers un péle du fuseau. Alors
que la cohésion des chromatides est maintenue en prométaphase et en métaphase, ces forces
génerent des tensions au niveau des kinétochores. Nous avons vu que ces tensions peuvent réguler
indirectement la stabilité des attachements microtubules-kinétochore en régulant I'accessibilité
d’Aurora B et de PP2A-B56 a ses substrats. Cependant, on ne sait pas aujourd’hui si la tension joue
un réle direct dans la modulation de la stabilité des attachements et I’'activité du SAC. Cette question
est débattue dans la littérature (Musacchio, 2011). La reconstitution in vitro de I'attachement
microtubules-kinétochores a partir de purifications de levure a bourgeon montre que la tension

générée par un attachement bipolaire le stabilise (Akiyoshi et al., 2010).

3.1.5. Inactivation du SAC
Si I’'activation et la signalisation du SAC sont des processus essentiels pour la capture de tous les

chromosomes par le fuseau mitotique, son inactivation est également importante pour permettre la

poursuite de la mitose. La signalisation du SAC depuis les kinétochores dépend de leur état, libre ou
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attaché au fuseau. Par exemple, de nombreuses protéines du SAC comme Mad1 et Mad2, enrichies
aux kinétochores libres, en sont relarguées par la liaison de microtubules (Musacchio and Salmon,
2007). Les taux kinétochoriens de Mad2 sont notamment fortement réduits en métaphase en
comparaison de ceux observés en début de prométaphase au niveau de kinétochores libres. Le
relargage des protéines du SAC des kinétochores attachés au fuseau est considérée comme une
étape primordiale pour I’extinction du SAC. L’adressage constitutif de Mad1 au kinétochore induit en
effet une signalisation du SAC impliquant Mad2 méme si les chromosomes sont orientés de fagon

bipolaire (Maldonado and Kapoor, 2011).

L’extinction du SAC au niveau des kinétochores dépend en partie de I'action de PP1 (Pinsky et al.,
2009; Vanoosthuyse and Hardwick, 2009). Le recrutement de PP1 au kinétochore dépend de KNL-1
ou il est supposé qu’elle déphosphoryle plusieurs substrats pour inactiver le SAC. La rupture de
I’interaction PP1—KNL-1 induit une incapacité a inactiver le SAC dans plusieurs organismes modéles
(Espeut et al., 2012; Meadows et al., 2011; Rosenberg et al., 2011).

D’autres mécanismes participent a I'inactivation du SAC. Des dynéines, des moteurs protéiques
parcourant les microtubules, sont impliquées dans la déplétion de Mad1 et Mad2, mais également de
Mps1, du complexe RZZ et de Spindly (une protéine régulant I'attachement des microtubules) des
kinétochores quand ils sont attachés au fuseau (Basto et al., 2004; Gassmann et al., 2010; Hoffman
et al., 2001; Howell et al., 2001; King et al., 2000b; Wojcik et al., 2001). La présence de microtubules
au niveau du kinétochore inhibe la kinase BubR1 par l'intermédiaire de CENP-E. En réponse a
I’attachement, il est imaginable que la régulation de la phosphorylation de ses substrats contribue a
I’extinction du SAC.

Enfin, I'inactivation du SAC au niveau des kinétochores comprend la rupture du complexe MCC et
la libération de Cdc20, le cofacteur de ’APC/C. L’ubiquitinylation de Cdc20 par ’APC/C favorise son
relargage du MCC (Foster and Morgan, 2012; Mansfeld et al., 2011; Uzunova et al., 2012; Varetti et
al., 2011). De plus, p31°™! favorise la rupture du MCC et I'ubiquitinylation de Cdc20 (Teichner et al.,
2011; Varetti et al., 2011; Westhorpe et al., 2011). Sa réactivation en périphérie des kinétochores

occupés par des microtubules peut participer a I'inactivation du SAC.

Il est important de déterminer si et comment les kinétochores attachés accélérent la rupture du
complexe MCC, par exemple via la régulation de la phosphorylation de ses composants. La
contribution des kinases du SAC et des phosphatases présentes aux kinétochores sont des

candidats intéressants.

La libération de Cdc20 permet I'activation de ’APC/C et I'ubiquitinylation de ses substrats comme
la sécurine ou la cycline B. La dégradation de la sécurine léve I'inhibition de la séparase et induit le
clivage de la cohésine. La cohésion entre les chromatides sceurs diminue ainsi. La dégradation de la
cycline B contribue a linactivation du complexe Cdk1-cycline B, requise également pour

I’inactivation du SAC (D'Angiolella et al., 2003; Potapova et al., 2006). Chez la levure, la dégradation
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de Mps1 empéche la réactivation du SAC. En effet, la rupture de la cohésion des chromatides sceurs
induit une baisse de la tension kinétochorienne et la surexpression de Mps1 est capable de réactiver
le SAC (Palframan et al., 2006).

4. Relation entre le SAC et le cancer

4.1. Le SAC prévient la génération d’aneuploidie

Au cours d’'une mitose normale, les deux cellules filles produites sont génétiquement identiques. Le
SAC bloque la progression mitotique lorsque tous les chromosomes ne sont pas capturés par le
fuseau. Si des attachements microtubules-kinétochore sont anormaux, des mécanismes de
correction sont mis en place. Ainsi, ’ensemble de ces mécanismes prévient la mauvaise ségrégation
des chromosomes et la génération d’aneuploidie, c’est-a-dire [I'altération du nombre de
chromosomes par cellule. De I'aneuploidie découle une autre notion importante : celle d’instabilité
chromosomique. Bien que proches, I'aneuploidie et I'instabilité chromosomique ne sont toutefois pas
des concepts équivalents. Alors que le terme « aneuploidie » caractérise I’'état du caryotype d’une
cellule, non-euploide, l'instabilité chromosomique reflete l'incapacité d’une cellule a maintenir
constant le nombre de ses chromosomes au fil des divisions (Potapova et al., 2013; Vitre and
Cleveland, 2012).

L’aneuploidie et I'instabilité chromosomique sont depuis longtemps reconnues comme deux
caractéristiques de la majorité des tumeurs humaines (Hanahan and Weinberg, 2000, 2011; von
Hansemann, 1890). Theodor Boveri propose dés 1902 que les cellules primordiales des tumeurs
sont aneuploides (Boveri, 1902, 1914). Cependant, I'aneuploidie est-elle une source ou une cause de
tumorigenése ? Cette question reste largement ouverte. En effet, dés ses premiéres observations,
Boveri constate que les embryons d’oursin qu’il tente de rendre aneuploides en altérant leurs fuseaux
mitotiques meurent. Nous savons aujourd’hui que des forts taux d’aneuploidie, par exemple le gain
ou la perte de plusieurs chromosomes entiers, ne sont pas viables méme pour les cellules
cancéreuses. Les erreurs massives de ségrégation produites par I'inactivation compléte du SAC ou le
ciblage du fuseau mitotique induisent la mort cellulaire (Ganem et al., 2009; Kops et al., 2004; Michel
et al., 2004b). Inversement, plusieurs études montrent que de faibles taux d’aneuploidie et
d’instabilité chromosomique peuvent favoriser I'initiation et la progression tumorale (Gudimchuk et
al., 2013; Putkey et al., 2002; Weaver et al., 2003; Weaver et al., 2007) mais également constituer une
source de variation génétique permettant I'adaptation de la tumeur aux différents stress son

environnement et a la thérapie (Potapova et al., 2013).

Récemment, dans une étude tres élégante, le groupe de Beth Weaver propose que le taux
d’erreurs de ségrégation chromosomique prédise si I'aneuploidie produite va induire ou non des
tumeurs (Silk et al., 2013). L’altération de I’expression de certaines protéines du SAC, notamment

celle de la protéine CENP-E essentielle a son activité (Abrieu et al., 2000), peut induire de faibles taux
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d’aneuploidie qui favorise I'initiation et la progression tumorale (Gudimchuk et al., 2013; Putkey et al.,
2002; Weaver et al., 2003; Weaver et al., 2007). Notamment, les souris CENP-E*" présentent de
I’aneuploidie et de 'instabilité chromosomique in vivo et développent plus fréquemment des tumeurs
de la rate et du poumon spontanément en vieillissant.

Les nombreuses études analysant les genes dérégulés dans les tumeurs présentant une instabilité
chromosomique ont notamment révélé qu’un grand nombre d’entre eux sont impliqués dans la
régulation de la mitose et le SAC (Carter et al., 2006; Kops et al., 2005; Perez de Castro et al., 2007).
Ainsi, les génes codant pour Aurora B, Cdc20, Cdk1, PIk1, la cycline B, la séparase ou encore la
sécurine sont trouvés affectés. De plus, des mutations de type perte de fonction sont retrouvées au
niveau des génes MAD1, BUB1 ou encore BUBR1. Des souris hétérozygotes pour Mad2 ou BubR1
développent des tumeurs spontanées au cours de leur vieillissement (Baker et al., 2004; Michel et al.,
2001). L’inactivation de BUBR1 est notamment associée aux syndromes de séparation prématurée
des chromatides et de MVA (Mosaic Variegated Aneuploidy). L’'inactivation partielle de BUB17 ou de
BUBR1 conduit chez la souris & une augmentation de la tumorigenése spontanée, mais également
induite par différents carcinogenes (Babu et al., 2003; Baker et al., 2004; Dai et al., 2004; Jeganathan
et al., 2007; Perera et al., 2007). L’altération des modifications post-traductionnelles de BubR1,
comme son acétylation qui régule sa fonction, augmente également la formation de tumeurs

spontanées in vivo (Park et al., 2013).

4.2. Ciblage du SAC dans la chimiothérapie anti-cancer

La mitose est une cible préférentielle dans la chimiothérapie du cancer. En effet, son ciblage offre
diverses possibilités pour tuer les cellules tumorales marquées par une intense prolifération
(Manchado et al., 2012). Les poisons des microtubules comme les vinca-alcaloides ou les taxanes
ont notamment montré une efficacité importante en clinique dans le traitement de nombreux cancers.
Les vinca-alcaloides comme la vinblastine ou la vincristine déstabilisent les microtubules en bloquant
leur polymérisation (Jordan and Wilson, 2004). Ces composés sont notamment efficaces pour le
traitement d’un large spectre de cancers hématologiques (Manchado et al., 2012). Les taxanes
comme le paclitaxel (taxol) ou le docétaxel favorisent au contraire les microtubules et les stabilisent,
bloquant leur dépolymérisation (Jordan and Wilson, 2004). lls sont notamment utilisés en clinique
pour le traitement des cancers du sein, de la prostate, de I'ovaire, certains cancers du poumon et le
sarcome de Karposi (Dumontet and Jordan, 2010; Manchado et al.,, 2012). Ces deux classes de
composés alterent donc la dynamique des microtubules, bloquant la fonctionnalité du fuseau

mitotique et induisent une forte activité du SAC.

En dehors de leur efficacité dans le traitement du cancer, les poisons des microtubules entrainent
d’importants effets secondaires. En effet, ces composés ciblent toutes les cellules prolifératives et
les patients traités développent notamment des suppressions séveres des cellules myéloides due a

une altération de la prolifération des cellules de la moelle osseuse (Manchado et al., 2012). De plus,
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on constate frequemment I'apparition de neurotoxicité, les microtubules étant des composants
essentiels a la fonction des neurones (Manchado et al.,, 2012). Enfin, les patients acquierent

également une résistance aux poisons du fuseau (Jordan and Wilson, 2004).

Le SAC retarde I’'avenement de la transition métaphase—anaphase tant que les chromosomes ne
sont pas correctement attachés au fuseau et alignés pour prévenir des erreurs de ségrégation
chromosomique (Musacchio and Salmon, 2007). Ainsi, I'abrogation du SAC résulte dans des erreurs
massives de ségrégation et la génération de cellules aneuploides comme nous I’avons vu plus haut.
Les tumeurs étant caractérisées par de I'aneuploidie et une instabilité chromosomique, il a été
proposé que I'abrogation du SAC puisse potentialiser ces caractéristiques et induire la mort des
cellules (Manchado et al., 2012). Contrairement aux autres points de contréle du cycle, le SAC est
essentiel a la survie cellulaire et son ciblage représente un grand intérét pour tuer les cellules
tumorales en induisant une instabilité chromosomique |étale (Janssen et al., 2009; Kops et al., 2005;
Stolz et al., 2009). L’élimination génétique de MAD2 ou de BUBR1 conduisent a de fortes erreurs de
ségrégation chromosomique incompatible avec la viabilité cellulaire et déclenchent 'apoptose (Baker
et al., 2004; Dai et al., 2004; Dobles et al., 2000; Kops et al., 2004; Michel et al., 2004a; Michel et al.,
2001). L’inhibition pharmacologique de Mad2 ou de Mps1 ont été évaluées comme des stratégies
anti-tumorales dans des modeles de xénogreffes humaines (Colombo et al., 2010; Kaestner and
Bastians, 2010). De plus, I'inhibition de Mps1 sensibilise les cellules au taxol (Janssen et al., 2009). A
I'inverse, la régulation négative d’Aurora B constitue un mécanisme d’échappement a ce poison des

microtubules (Carmena and Earnshaw, 2003; Nezi and Musacchio, 2009).

En réponse au traitement par des agents anti-mitotiques comme les poisons des microtubules, les
cellules sont retardées en prométaphase par I’activité du SAC et peuvent parfois mourir en mitose.
Méme si le lien entre cet arrét mitotique et I'apoptose est bien établi, les déterminants moléculaires
de cette réponse sont pour la plupart inconnus (Manchado et al., 2012). Pendant longtemps, I'activité
du SAC était suspectée comme étant requise pour tuer les cellules traitées par les poisons des
microtubules (Tao et al., 2005). Une fonction pro-apoptotique de BubR1 a notamment été démontrée
dans des cellules polyploides échappant a un arrét prolongé en mitose (Shin et al., 2003).
Cependant, des études ont montré que I’activité du SAC en elle-méme n’est pas nécessaire a
I'induction de la mort mitotique, démontrant en conséquence qu’un signal pro-apoptotique
indépendant du SAC s’accumule pour déclencher la mort durant 'arrét en mitose (Huang et al., 2009;

Manchado et al., 2010).

En réponse aux agents anti-mitotiques, les cellules sont arrétées pendant de longues durées en
mitose. Les cellules peuvent mourir mais également s’échapper de la mitose. Ce phénoméne est
décrit par le terme anglais « mitotic slippage » que nous traduirons par « échappement mitotique »
(Brito and Rieder, 2006b). L’échappement mitotique peut étre du a des défauts du SAC, ce qui

apporte un bémol aux stratégies visant a inhiber ce point de contréle pour tuer les cellules tumorales.
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Cependant, on constate également un échappement mitotique dans des cellules proficientes pour le
SAC en réponse a une dégradation graduée de la cycline B1 (Brito and Rieder, 2006b; Marzo and
Naval, 2013). Ceci peut étre d( a des défauts de couplage entre I’arrét mitotique et I'induction de la
mort cellulaire.

Suite a leur sortie de mitose, les cellules qui réalisent un échappement mitotique peuvent avoir
divers destins (Galan-Malo et al., 2012). Certaines activeront des voies de mort cellulaires et
mourront, d’autres entreront en sénescence, mais une partie sera capable de poursuivre sa
prolifération et de cycler a nouveau. Une étude trés récente menée chez Drosophila melanogaster
démontre que la combinaison de défauts du SAC et de la machinerie apoptotique conduit a la
tumorigenése (Morais da Silva et al., 2013). Ces résultats peuvent notamment expliquer pourquoi les
thérapies anti-mitotiques ne sont pas efficaces dans toutes les tumeurs. De plus, il est également
possible, au vu de I’hétérogénéité des cellules constituant une tumeur, que ces agents induisent la
sélection de populations déficientes pour le SAC et les mécanismes de mort cellulaire, et la

génération de tumeurs secondaires (Marzo and Naval, 2013).
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Chapitre 2. La voie sphingosine
kinase/sphingosine 1-phosphate

1. Généralités sur le métabolisme sphingolipidique

1.1. Bases structurales des sphingolipides

Les sphingolipides sont une classe de lipides complexes jouant des rdles prépondérants dans la
biologie des membranes et la régulation des fonctions cellulaires fondamentales. Leurs premiers
représentants ont été identifiés des 1884 par le biochimiste allemand Johann Ludwig William
Thudichum qui, travaillant sur la composition du cerveau, décrivit notamment la sphingomyéline et la
sphingosine (Thudichum, 1884). Thudichum choisit le préfixe «sphingo » en comparant leurs
propriétés énigmatiques aux questions du monstre mythologique grec, le Sphinx. Ce n’est qu’en
1947 que le terme « sphingolipide » fut proposé par Herb Carter pour décrire les « lipides dérivés de
la sphingosine » (Pruett et al., 2008).

Les sphingolipides sont constitués autour d’un squelette commun de type sphingoide, la
sphinganine (ou dihydrosphingosine). Ce squelette résulte de la condensation sur I’'acide palmitique
(C16) d’une amino-acide sérine (C3), formant une chaine carbonée linéaire a 18 carbones portant
deux fonctions alcools, primaire sur le C1, secondaire sur le C3, et une fonction amine primaire sur le

C2 (Figure 10). De cette sphinganine, dérivent tous les autres sphingolipides.
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Figure 10. Structure de la sphinganine, squelette commun des sphingolipides.

1.2. Le métabolisme sphingolipidique

Le métabolisme sphingolipidique est un ensemble de réseaux interconnectés divergeant d’un seul
point d’entrée dite « la synthése de novo » et convergeant vers un unique point de dégradation. La
molécule pivot du métabolisme sphingolipidique est le céramide, un dérivé de la sphinganine en
conformation trans pour la double liaison C4-C5, et dont la fonction amine (en C2) fixe par acylation
un acide gras de longueur variable (de 16 a 24 carbones) (Figure 11). Le céramide peut étre

synthétisé par plusieurs voies métaboliques distinctes au sein du métabolisme sphingolipidique.
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Figure 11. Le céramide et la sphingosine 1-phosphate. (A) Structure du céramide, molécule centrale
du métabolisme sphingolipidique. (B) Structure de la sphingosine 1-phosphate, un autre
sphingolipide aux fonctions biologiques fondamentales.

1.2.1. La synthése de novo
La synthése de novo des sphingolipides se déroule principalement dans le réticulum

endoplasmique (RE), ainsi que probablement au niveau des membranes associées au RE, comme la
membrane externe de I'enveloppe nucléaire ou encore les membranes associées aux mitochondries
(Hannun and Obeid, 2008). Le point d’entrée dans le métabolisme sphingolipidique est la
condensation du palmitate, base conjuguée de I'acide palmitique, et de la sérine en 3-céto-
dihydrosphingosine sous I'action de la sérine palmitoyltransférase (SPT). Ce composé est réduit en
sphinganine (ou dihydrosphingosine) et peut étre ensuite N-acylé par des (dihydro)céramide
synthases (CerS) (Hannun and Obeid, 2008; Spiegel and Merrill, 1996). Il existe six CerS chez les
mammiferes ayant différentes spécificités de substrat vis-a-vis de la longueur de la chaine carbonée
de l'acide gras N-acylé' (Gault et al., 2010). Le céramide est ensuite formé par la désaturation du

dihydrocéramide (formation d’une double liaison en C4-C5).

1.2.2. Autres voies de production du céramide et dérivés
Le céramide est considéré comme la molécule pivot du métabolisme sphingolipidique car il peut

étre converti en de nombreux dérivés lipidiques généralement plus complexes, et également étre
produit a partir de ceux-ci (Figure 12). De par sa nature, le céramide posséde une tres faible solubilité

dans I'environnement aqueux et reste généralement confiné aux membranes ou il a été produit. Deux

"Il existe ainsi plusieurs formes de céramide, différant par la longueur de la chaine carbonée de
’acide gras N-acylé. Dans ce manuscrit, le terme « céramide » référera globalement & la classe des
céramides. Cependant, il convient de garder a I'esprit la complexité des conjugués des céramides
comme les sphingomyélines et les glycosphingolipides dont le degré de diversité est tel qu’ils sont
considérés comme des classes de molécules a part entiére.
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mécanismes majeurs permettent le transport du céramide entre le RE et I’appareil de Golgi : la prise
en charge par une protéine de transfert, la CERT (CERamide Transfer protein) qui adresse le
céramide obtenu par la synthése de novo pour former les sphingomyélines; et le transport

vésiculaire plutdt impliqué dans la synthese des glycosphingolipides.

1.2.2.1. Les sphingomyélines

Les sphingomyélines sont les sphingolipides complexes les plus abondants. Elles dérivent du
céramide par le transfert d’un groupement phosphocholine de la phosphatidylcholine par les
sphingomyéline synthases (SMS). En catalysant ce transfert, les SMS générent également du
diacylglycérol (DAG), un important second messager lipidique®. Les sphingomyélines formées dans le
Golgi sont acheminées a la membrane plasmique par transport vésiculaire (Gault et al., 2010).

Les sphingomyélines peuvent étre reconverties en céramide par l'action de plusieurs
sphingomyélinases (SMases). Les SMases sont caractérisées par leur localisation cellulaire et le pH
optimal pour leur activité. On distingue ainsi les SMases acides (pH acide, au niveau des endosomes
et lysosomes, mais pouvant étre relocalisées dans le feuillet externe de la membrane plasmique),
neutres (feuillet interne de la membrane plasmique) ainsi que des formes plus particulieres dites
alcalines (Gault et al., 2010; Hannun and Obeid, 2008; Milhas et al., 2010).

1.2.2.2. Les glycosphingolipides

La classe des glycosphingolipides est la plus complexe et la plus diversifiée du monde
sphingolipidique. Elle peut étre subdivisée en deux groupes, les dérivés du glucosylcéramide et les
galactosphingolipides. Le céramide peut étre glycosylé dans le feuillet cytosolique du cis-Golgi par la
glucosylcéramide synthase (GCS). Le glucosylcéramide est pris en charge par le transporteur
lipidique FAPP2 (Four-Phosphate Adaptor Protein 2) et acheminé dans les compartiments distaux du
Golgi pour permettire la synthése des glycosphingolipides complexes qui seront adressés a la
membrane plasmique par transport vésiculaire (Gault et al., 2010; Hannun and Obeid, 2008).

Le céramide peut également étre maturé par la céramide galactosyltransférase (CGT) pour former
le galactosylcéramide au niveau du RE. La CGT a une distribution tissulaire limitée, étant
principalement détectée dans les cellules de Schwann, les oligodendrocytes, le rein, les testicules et
’intestin. Au niveau du systéme nerveux central, le galactosylcéramide fournit les précurseurs
impliqués dans le processus de myélinisation (Gault et al., 2010).

Des p-glucosidases et des galactosidases spécifiques hydrolysent ces glycosphingolipides pour

régénérer le céramide (Gault et al., 2010; Hannun and Obeid, 2008).

% Le céramide et le DAG ont été identifiés comme ayant des propriétés biologiques opposées sur la
survie et la prolifération cellulaire, proposant ainsi que les SMS puissent jouer un role important dans
la régulation de la destinée cellulaire. Cependant, étant donné que les SMS régulent simultanément
les niveaux de sphingomyéline, de céramide, de phosphatidylcholine et de DAG, il est difficile
d’élucider clairement a ce jour les effets biologiques directs de leurs produits.
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1.2.2.3. Le céramide 1-phosphate

Méme s’il est métabolisé en sphingolipides plus complexes dans I'appareil de Golgi, le céramide
peut également étre phosphorylé par la céramide kinase (CerK) en céramide 1-phosphate (C1P). Le
C1P peut, en retour, étre déphosphorylé par la C1P phosphatase, ou des lipide phosphate

phosphatases, pour reformer du céramide (Gault et al., 2010; Hannun and Obeid, 2008).

1.2.2.4. La sphingosine et la sphingosine 1-phosphate, vers la sortie du métabolisme sphingolipidique
Le céramide peut étre converti en sphingosine par 'action de céramidases (CDases) qui clivent
I’acide gras N-acylé (Cuvillier, 2002; Gault et al., 2010; Hannun and Obeid, 2008). La sphingosine
peut étre recyclée en céramide par les CerS, ou étre phosphorylée par les sphingosine kinases
(SphKs) au niveau de sa fonction alcool primaire (Figure 11) pour donner un autre métabolite
sphingolipidique, la sphingosine 1-phosphate (S1P) (Gault et al., 2010; Hannun and Obeid, 2008). La
S1P peut étre déphosphorylée par des S1P phosphatases (S1PPs) dans le RE ou par des lipide
phosphate phosphatases en périphérie de la membrane cellulaire (Gault et al., 2010; Hannun and
Obeid, 2008). La S1P cytosolique peut également étre irréversiblement dégradée par la S1P lyase
(SPL) en hexadécénal et phosphoéthanolamine au niveau du RE. La SPL constitue ainsi le seul point

de sortie du métabolisme sphingolipidique (Gault et al., 2010; Hannun and Obeid, 2008).

Synthese de novo

CerS SPT Palmitate
Dihydrocéramide *———— Dihydrosphingosine «— <—<

CDase Sérine
o
Sphingomyéline Q@
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44@ Q‘D
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%8@

CDase SphK
- P— ———— Sphingosine 1-phosphate
oé CerS S1PP
GO% Lipide phosphatase
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oW (o
Hexadécénal Phosphoéthanolamine

Figure 12. Représentation schématique du métabolisme sphingolipidique. La synthése de novo
des sphingolipides a partir de palmitate et de sérine aboutit a la production de céramide, molécule
centrale de ce réseau métabolique. Le céramide peut étre interconverti en de nombreux dérivés et
notamment en sphingosine, phosphorylable par les SphKs pour former la S1P. Adapté de (Hannun
and Obeid, 2008).
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1.2.3. Notions de « lipide bioactif » et de biostat céramide/S1P
Historiquement, les réles reconnus des lipides se limitaient exclusivement a la biologie des

membranes cellulaires et au métabolisme énergétique. Ces idées précongues ont retardé
I’émergence du concept de «lipide bioactif », c’est-a-dire capable de réguler des fonctions
biologiques. Aujourd’hui, il est de plus en plus rare de trouver un domaine de biologie cellulaire dans
lequel les lipides ne sont pas d’importantes molécules de signalisation ou de régulation. Ainsi, au
cours des vingt derniéres années, il a été établi que de nombreux sphingolipides comme le céramide,
le C1P, la sphingosine ou encore la S1P sont des régulateurs clés de processus fondamentaux
comme la prolifération la survie, le cycle cellulaire, I'apoptose, la migration, la différenciation ou
encore la sénescence (Hannun and Obeid, 2008; Maceyka et al., 2012; Spiegel and Milstien, 2003).
Dans la cellule, il existe un équilibre dynamique entre le céramide, la sphingosine et la S1P, régulé
par les différentes enzymes qui interconvertissent ces différents métabolites. Le céramide et la
sphingosine sont des médiateurs pro-apoptotiques et anti-prolifératifs alors qu’inversement, la S1P
stimule entre autres la prolifération cellulaire, la migration et la survie cellulaire. Les travaux originaux
d’Olivier Cuvillier et al. dans le groupe de Sarah Spiegel sur les effets antagonistes du céramide et de
la S1P ont conduit au concept de « biostat céramide/S1P » (ou initialement biostat sphingolipidique)
selon lequel la balance entre ces deux sphingolipides est cruciale pour déterminer le devenir
cellulaire (Cuvillier et al., 1996) (Figure 13). Les SphKs produisent de la S1P a partir de la sphingosine,
réduisant de facto la quantité de céramide et favorisent notamment la signalisation de la prolifération

et de la survie cellulaire.

SphK SPL Hexadécénal
——— Sphingosine 1-phosphate —<
S1PP Phosphoéthanolamine

Y4 Y4

Réduction de la prolifération Prolifération
Apoptose Survie

Sénescence Migration

Figure 13. Le biostat céramide/S1P. La balance entre céramide et S1P, sphingolipides aux fonctions
opposeées, influence le devenir cellulaire. Les SphKs ont une place prépondérante dans la régulation
de ce biostat.

Depuis, I'abondante littérature dans cette thématique de recherche a caractérisé le rble clef des
SphKs dans la régulation du biostat céramide/S1P, de ses réles biologiques et de ses implications

physiopathologiques — notamment dans le cancer — que nous détaillerons par la suite.
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2. Les sphingosine kinases

Les sphingosine kinases (SphKs) sont des lipide kinases qui catalysent la phosphorylation de la
sphingosine en S1P. Ces enzymes ubiquitaires sont fortement conservées au cours de I’évolution
puisque des séquences putatives ont été identifiées dans plus de trente espéces réparties dans
quatre régnes du vivant. Elles sont notamment retrouvées dans les principaux organismes modeles :
les microorganismes unicellulaires comme Saccharomyces cerevisiae (Lanterman and Saba, 1998) ou
Dictyostelium discoideum (Min et al., 2005), les protozoaires tel Caenorhabditis elegans (Kohama et
al., 1998), les insectes avec Drosophila melanogaster (Herr et al., 2004), et chez les végétaux comme
Arabidopsis thaliana (Nishiura et al., 2000). Deux génes, LCB4 et LCB5, codant pour des enzymes a
activité sphingosine kinase ont été identifiés chez Saccharomyces cerevisiae (Nagiec et al., 1998).
L’identification de nombreux homologues ont démontré I'existence d’une famille de geénes trés

conservés codant pour les SphKs.

Chez les mammiferes, une activité sphingosine kinase a été décrite pour la premiere fois au début
des années 1970 dans le foie de rat (Keenan and Maxam, 1969), le cerveau de bceuf (Louie et al.,
1976), et les plaquettes humaines (Stoffel et al., 1973). Cette activité sphingosine kinase est assurée
chez les mammiféres par deux isoenzymes, les sphingosine kinases 1 (SphK1) et 2 (SphK2)%. La
SphK1 a été clonée et purifiée pour la premiéere fois par le groupe de Sarah Spiegel, a partir de rein
de rat (Olivera et al., 1998) puis chez la souris (Kohama et al., 1998). La forme humaine de la SphK1
fut identifiée en 2000 par homologie de séquence avec I’enzyme murine (Nava et al., 2000). La méme
année, I’équipe de Sarah Spiegel réussit a cloner la SphK2 murine et humaine (Liu et al., 2000).

L’analyse par Northern blot de I'expression de ’ARN messager des SphKs indique qu’elles ont des
distributions tissulaires différentes. La SphK1 est fortement exprimée dans le poumon, la rate, le
ceeur, le thymus, le cerveau, le rein et les testicules (Melendez et al., 2000), alors que la SphK2 est
prédominante dans le foie, le cceur et les reins (Liu et al., 2000). Au cours du développement
embryonnaire murin, le pic d’expression de la SphK1 se situe aux stades E7-E11, alors que la SphK2

est exprimée plus tardivement (E15-E17)(Liu et al., 2000).

2.1. Propriétés structurales

2.1.1. Variants d’épissage de la SphK1
Chez 'lhomme, le gene SPHK1 est porté par le chromosome 17 (locus 17g25.2). Il code pour

plusieurs isoformes de la SphK1 générées par épissage alternatif, nommées SphKia (RefSeq
NM_001142601), SphK1b (RefSeq NM_021972) et SphK1c (RefSeq NM_182965) (Billich et al., 2003).
Le variant majoritaire serait I'isoforme SphK1a (Venkataraman et al., 2006) d’une longueur de 384

acides aminés (~42,5 kDa). Les variants SphK1b et SphK1c différent de la SphK1a par I'ajout de 14

8 A ce jour, seulement deux formes de SphKs ont été clonées chez les mammiféres. Cependant,
certaines études datant des années 2000 suggéreraient I’existence de SphKs additionnelles, bien
qu’aucune d’elles n’ait été décrite depuis (Taha et al., 2006).
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et 86 acides aminés respectivement dans la partie N-terminale de la protéine (Billich et al., 2003)
(Figure 14). Leurs propriétés enzymatiques étant trés proches, pour la suite du manuscrit, le terme
« SphK1 » englobera les trois isoformes. Les positions numérotées des résidus se réfereront a la

séquence protéique de la forme humaine de la SphK1a (GenBank AAH08040).

2.1.2. Variants d’épissage de la SphK2
Le géne SPHK2 se situe sur le chromosome 19 (19913.33). Il code pour deux variants d’épissage®,

nommeés SphK2a (ou SphK2-S, numéro d’accession AF245447), forme initalement rapportée (Liu et
al., 2000), et SphK2b (ou SphK2-L, RefSeq NM_020126) qui semble étre la forme majoritaire chez
I’lhomme (654 acides aminés pour un poids moléculaire estimé a ~69,2 kDa) (Alemany et al., 2007;
Okada et al.,, 2005) (Figure 14). De méme que pour la SphK1, toutes les isoformes seront
indistinctement regroupées sous le terme « SphK2 » pour la suite. La numérotation des résidus sera
donnée en référence a la séquence protéique de la forme humaine de la SphK2

(GenBank AAF74124).

2.1.3. Cing domaines fonctionnels hautement conservés au cours de I’évolution
Malgré la différence substantielle de taille entre les deux isoenzymes, elles partagent un fort degré

de similarité (47% d’identité pour la partie N-terminale, 43% pour la C-terminale) (Figure 14). La
SphK2 posséde une partie N-terminale plus longue ainsi qu’une insertion polypeptidique riche en
proline dans sa région centrale, la distinguant de la SphK1. L’analyse des séquences des SphKs a
permis d’identifier cinqg domaines conservés au cours de I’évolution notés C1 a C5 (Kohama et al.,
1998; Pitson, 2011). Cependant, les SphKs ne partagent de séquence homologue avec d’autres
lipide kinases comme la phosphatidylinositol-3 kinase (PI3K). Les domaines C1 a C3 (C1—C3) et C5
présentent une relative homologie avec la diacylglycérol kinase (DGK) et la CerK, le domaine C4 étant
plus spécifique des SphKs (Spiegel and Milstien, 2003; Taha et al., 2006). Les domaines C1—C3 des
SphKs possédent le site catalytique, le site de liaison de I’ATP étant présent sur le domaine C2 dans
la séquence consensus SGDGx;_,K (Pitson et al., 2002). La mutation G82D en aval de I'acide
aspartique a été décrite comme créant un mutant catalytiquement inactif de la SphK1 (Pitson et al.,
2000b). Le site de liaison de la sphingosine implique le résidu D178 (D177 chez la souris) conservé au
sein de la séquence DVDLE dans le domaine C4 de la SphK1 (Yokota et al., 2004). Cet acide
aspartique, chargé négativement, pourrait interagir avec la charge positive du groupement amine de
la sphingosine, ou étre impliqué dans une liaison hydrogene avec le groupement hydroxyle. Les
mutants murins de la SphK1 D177N, D175N/D177N ou encore D177N/E179Q perdent en quasi-
totalité leur activité sphingosine kinase, leur affinité pour la sphingosine étant considérablement
réduite (K, ,(mSphK1"") = 10,1 uM ; K (mSphK1°'""™) = 108 pM) (Yokota et al., 2004).

* Un troisiéme variant d’épissage de la SphK2 a été rapporté (SphK2c, GenBank EF107108) sous la
forme d’un ARNm dans quelques lignées humaines (Alemany et al., 2007). Des analyses in silico ont
prédit une quatrieme isoforme de la SphK2 (GenBank AK000599) mais son expression n’a pas été
encore étudiée. Elle ne posséderait pas les domaines C4—5, ce qui exclurait qu’elle posséde une
activité sphingosine kinase (Neubauer and Pitson, 2013).
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Figure 14. Variants de la SphK1 et de la SphK2. Les SphKs partagent cing domaines fonctionnels
de forte similarité identifies C1—C5, malgré la grande différence de taille entre les deux protéines.
Les variants des SphKs différent par leur partie N-terminale. D’apres (Pitson, 2011)

2.1.4. Autres séquences remarquables

2.1.4.1. La SphK1

La SphK1 contient dans les 17 derniers résidus de sa partie C-terminale une région riche en
proline, apparenté au domaine d’interaction protéine-protéine de type SH3 (Src Homology 3) (Ren et
al., 1993; Taha et al., 2006; Yu et al., 1994). La séquence de la SphK1 comporte également deux
séquences d’export nucléaire (NES) qui permettent de relocaliser I’enzyme du noyau au cytoplasme.
La NES1 est contenue dans les résidus 147-155 tandis que la NES2 est comprise entre les acides
aminés 161-169 (Inagaki et al., 2003). Le motif P*”°PEE®? permet I'interaction de la SphK1 avec la
protéine TRAF2 (Tumor Necrosis Factor Receptor-Associated Factor 2) (Xia et al., 2002).

Quatre motifs de liaison calcium/calmoduline ont été rapportés dans la séquence de la SphK1,
deux se chevauchant entre les résidus 134-153, un autre en position 101-206, et un dernier dans la
partie C-terminale en 290-303 (Kohama et al., 1998; Pitson et al., 2000a; Sutherland et al., 2006).

La SphK1 posséde également de nombreux sites putatifs de modifications post-traductionnelles.
On retrouve notamment plusieurs sites de phosphorylation potentielle par la protéine kinase C (PKC)
(T54, S181, T205, S371) ou la caséine kinase Il (T130) (Pitson et al., 2000a). La S225 est un site de
phosphorylation par Erk1/2 (Extracellular signal-regulated kinases 1/2) crucial pour I'activation de la
SphK1 (Pitson et al., 2003). Plusieurs sites putatifs de N-myristoylation (résidus 5-10, 111-116, 113-
118, 293-298) ou de N-glycosylation (N137) ont été identifiés (Taha et al., 2006) (Figure 15).

Récemment, la structure atomique de la SphK1 a été décrite, apportant des précisions sur
I’interaction SphK1—sphingosine et la catalyse de la phosphorylation de la S1P (Wang et al., 2013).
Cette structure a été obtenue a partir d’une cristallisation des résidus 9-364 de la SphK1 (la forme
totale de 384 acides aminés ne produisant pas de cristaux), avec une résolution de 2 A. La SphK1
adopte une architecture en deux domaines similaire a celle des NAD* kinases ou de la DGK,
membres de la superfamille des kinases semblables a la phosphofructokinase. La cavité de liaison
aux lipides serait un tunnel hydrophobe en forme de J entre les domaines N- et C-terminaux de la

SphK1 (Figure 16). La partie 2-amino-1,3-diol de la téte polaire de la sphingosine se disposerait a cet
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interface, créant des liaisons hydrogéne avec le D81 de la boucle $3-a3 (résidus S79-G82), la S168
et le D178. La longue chaine carbonée serait enfouie dans le tunnel hydrophobe en J dont la
conformation assurerait la spécificité de substrat de I’enzyme. Les hélices a7-a8 du domaine C4
agiraient comme une porte pouvant s’ouvrir et se fermer pour rendre accessible la cavité aux
substrats lipidiques et le relargage des produits. Dans la conformation liée a la sphingosine de
’enzyme, la fermeture de cette porte permettrait au résidu D178 de I'hélice a8 de stabiliser
I’interaction SphK1—sphingosine en créant une liaison hydrogene avec le groupement 4-hydroxyle
de la sphingosine. Ces données vont dans le sens de précédentes études biochimiques soulignant le
réle de ce résidu dans l'interaction avec la sphingosine (Yokota et al., 2004) (cf. 2.1.3).
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Figure 15. Séquence peptidique de la SphK1. Les domaines fonctionnels C1—5 sont indiqués en
noir. Les sites d’interaction avec I’ATP, la sphingosine ou des protéines régulatrices sont indiqués en
surligné et les résidus importants pour ces interactions sont représentés par le symbole < avec le
code couleur correspondant. Les principales modifications post-traductionnelles de la SphK1 sont
également mentionnées.

La co-cristallisation de la SphK1 avec le SKI-Il (SKi) a permis de valider que ce composé est un
inhibiteur compétiteur du site de fixation de la sphingosine et non de ’ATP comme I'indiquaient de
précédentes études biochimiques (French et al., 2003). Notamment, le groupement phénol du SKi

compete directement avec la sphingosine pour I'établissement de la liaison hydrogene avec le D178.
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Par ailleurs, la co-cristallisation de la SphK1 avec ’ADP a permis d’élucider le site de liaison du
nucléotide et sa contribution au fonctionnement du site catalytique de la SphK1. Le modéle établi par
Wang et al. prédit que le groupement polaire de la sphingosine est fortement proche du groupement
phosphate p de I’ADP (~6 A). La modélisation d’un ATP en lieu et place de I’ADP sur ce site propose
que le groupement 1-hydroxyle de la sphingosine soit environ a 2,5 A de rratome d’oxygene du
groupement y de I’ATP, et dans une configuration favorable pour une attaque nucléophile et un
transfert du groupe phosphoryle. De plus, le résidu N81 agirait comme catalyseur de ce transfert, en
déprotonant le groupement 1-hydroxyle de la sphingosine et en augmentant ainsi sa nucléophilicité
pour le groupement y de I’ATP. Le mutant D81A de la SphK1 ne possede pas d’activité de transfert
de groupement phosphoryle (Wang et al., 2013).

Figure 16. Détail du site de liaison de la sphingosine sur la SphK1. (A) La sphingosine s’insére dans
un tunnel hydrophobe en forme de J situé dans I’espace entre les deux domaines N- et C-terminaux.
Ainsi, elle apparait complétement enfouie dans la SphK1, seule la téte polaire émergeant en regard
des résidus stabilisant la liaison. (B) Détail des interactions lipide-protéines entre la sphingosine et la
SphK1. Les résidus D81, S168 et D178 sont directement impliqués dans des liaisons hydrogénes
avec la sphingosine. Les liaisons hydrogenes sont représentées par les lignes magenta en pointillées,
les molécules d’eau par des sphéres rouges. D’aprés (Wang et al., 2013)

Ces données soulignent le réle crucial la séquence S”°GDG® dans I'activité SphK1 ; elle agirait a la
fois comme site de liaison du nucléotide et du substrat lipidique, le résidu D81 servant de base
catalytique a la catalyse de I’ATP. Les acides aminés S79 et G82 seraient également impliqués par
des liaisons hydrogénes dans I'interaction avec le nucléotide, ce qui justifierait les précédentes
observations biochimiques (Pitson et al., 2002).

La publication de la structure de la SphK1 fournit de meilleures explications de la fonction
catalytique de la protéine, permettant de visualiser les interactions atomiques entre enzyme et
substrat. Cependant, elle souléve également des questions fondamentales quant a la biologie des
SphKs. Par exemple, I’entrée de la sphingosine par sa queue aliphatique, dépourvue de signaux

distinctifs des autres sphingolipides, dans le tunnel hydrophobe du site catalytique implique une

58



relation enzyme-substrat particuliere. La sphingosine est majoritairement ancrée dans les
membranes biologiques par sa queue hydrophobe, seule sa téte polaire étant exposée. Ainsi,
comment la SphK1 reconnait-elle son substrat ? Une hypothése serait que la SphK1 reconnaisse la
téte polaire de la sphingosine et parvienne a I’extraire de la membrane biologique par un mécanisme

inconnu a ce jour (Lima and Spiegel, 2013).

2.1.4.2. La SphK2

En plus des cing domaines C1—C5, la SphK2 posséde quatre régions transmembranaires
putatives (Spiegel and Milstien, 2003). De fagon similaire a la SphK1, la SphK2 contient un domaine
riche en proline (résidus 344-493) (Taha et al., 2006). Une séquence de localisation nucléaire (NLS) a
été décrite dans la partie N-terminale, ainsi qu’une NES dans la partie centrale de la protéine
(Igarashi et al., 2003; Neubauer and Pitson, 2013). La SphK2 posséde une séquence de neuf acides
aminés similaire aux motifs retrouvés dans la famille des protéines pro-apoptotiques « BH3-only »
(Bcl2 Homology domain 3), ce qui permettrait son interaction avec Bcl-x, (B-cell lymphoma extra

large) (Liu et al., 2003) (Figure 17).

SphK2b

Figure 17. Domaines régulateurs et modifications post-traductionnelles de la SphK2. Les régions
en blanc indiquent des séquences riches en proline. Les régions en bleu représentent les séquences
fortement similaires a la SphK1, incluant les cing domaines fonctionnels C1—5. La NLS est en
position N-terminale, la NES en C-terminale. L’isoforme SphK2b ici schématisée possede trente-six
acides aminés supplémentaires en position N-terminale par rapport a la SphK2a. De nombreux sites
de phosphorylation ont été identifiés (en rouge et jaune les sites conservés entre les formes murine et
humaine, en blanc les sites non conservés). D’aprés Neubauer and Pitson, 2013.

La SphK2 comporte de nombreux sites putatifs de phosphorylation par la PKC (T66, T98, T184,
S311, S319, T335, S441, T578), la caséine kinase Il (§71, T106, S198, S200, S305, S383) ou les
protéines kinases A et G (résidus 93-96). Les kinases Erk1/2 peuvent phosphoryler la SphK2 sur les
résidus S351 et T578 (S387 et T614 pour la SphK2b) (Hait et al., 2007). Des sites de phosphorylation
(positions 70-78) ou de sulfatation (100-114) de tyrosine ont été prédits. On retrouve également un
site potentiel d’amidation (résidus 86-89). Plusieurs sites putatifs de N-myristoylation (acides aminés
20-25, 176-181, 196-201, 236-241, 241-246, 243-248, 325-330, 440-445, 473-478, 538-543, 554-
559, 604-609) ou de N-glycosylation (N137) ont également été identifiés (Taha et al., 2006). Un
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domaine de liaison aux lipides a été caractérisé dans la partie N-terminale de la protéine (Don and

Rosen, 2009) (Figure 17).

2.2. Propriétés biochimiques

2.2.1. La SphK1
La purification et le clonage de la forme humaine de la SphK1 ont permis d’établir les substrats

préférentiels ainsi que les conditions optimales pour son activité catalytique. La SphK1 peut
phosphoryler la D-erythro-sphingosine (communément appelée sphingosine ; K,,=15,6 uM), et la D-
erythro-dihydrosphingosine (ou sphinganine ; K= 20 pM) (Billich et al., 2003; Pitson et al., 2000a). En
revanche, aucune activité kinase de la SphK1 n’est détectée en présence de phytosphingosine
(forme végétale de Ila sphingosine), de N,N,N-triméthylsphingosine, de C2-céramide (N-
acetylsphingosine), de DAG ou de phosphatidylinositol (Pitson et al., 2000a). La D,L-threo-
dihydrosphingosine (DHS, K= 5,9 pM) et la N,N-diméthylsphingosine (DMS, K= 7,8 pM) sont des
inhibiteurs compétitifs de la SphK1 (Buehrer and Bell, 1992; Pitson et al., 2000a; Yatomi et al., 1996).

L'activité enzymatique de la SphK1 est maximale a pH 7,4 a 37°C. Elle requiert également la
présence d’ions Mg?* mais diminue en présence d’ions Ca** ou Mn?* et est complétement abolie par
la présence d’ions Zn?*, Cu®*" ou Fe?* (Pitson et al., 2000a). La SphK1 est également sensible a la
concentrations en sels: une augmentation de NaCl ou de KCI inhibe fortement son activité
enzymatique. Enfin, la SphK1 est stimulée par I’ajout de Triton X-100 dans le milieu réactionnel® (Liu

et al., 2000).

2.2.2. La SphK2
La SphK2 posséde un plus large spectre de substrats que la SphK1 (Pitman and Pitson, 2010). Elle

peut phosphoryler la D-erythro-sphingosine (K.,,= 13,8 pM) et la D-erythro-dihydrosphingosine, mais
également la phytosphingosine, la DHS et I’'analogue immunomodulateur de la sphingosine, le
FTY720 (Fingolimod)® (Billich et al., 2003; Liu et al., 2000; Sanchez et al., 2003). En revanche, de
fagon similaire a la SphK1, la SphK2 n’est pas capable de phosphoryler le C2-céramide, le
diacylglycérol ou le phosphatidylinositol. La DMS est décrite comme un inhibiteur non compétitif de
la SphK2 (K= 12 pM). A l'inverse de la SphK1, I'activité SphK2 est nettement stimulée par une
concentration croissante en sels (NaCl, KCI) ; par contre, elle est inhibée par des doses croissantes

de Triton X-100 et d’albumine sérique bovine (BSA)® (Liu et al., 2000).

2.3. Propriétés biologiques
Les knock-out (KO) murins des SphKs réalisés indiquent que les souris SPHK1” ou SPHK2"

naissent et vivent sans anomalie phénotypique apparente, tandis que le double KO SPHK1” /

® Le test enzymatique permettant de doser I'activité sphingosine kinase utilise ces propriétés pour
discriminer I'activité spécifique de la SphK1 ou de la SphK2 (cf. section Matériel et méthodes).

¢ La SphK1 est également capable de phosphoryler le FTY720 in vitro ; cependant, sa contribution a
la génération de FTY720-P in vivo est considérée comme négligeable (Kharel et al., 2005).
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SPHK2" est létal durant le développement embryonnaire (E13,5) en raison d’une maturation
incompléte des systémes cardiovasculaire et nerveux central (Allende et al., 2004; Liu et al., 2000;
Mizugishi et al., 2005). Ces données suggérent donc que les SphKs posseédent des fonctions
redondantes, I'une pouvant compenser la déficience de I'autre.

La SphK1 est largement décrite comme une enzyme pro-proliférative et anti-apoptotique,
augmentant les taux de S1P et diminuant ceux de céramide. Il est notamment bien décrit que la
surexpression de la SphK1 confére une résistance a I'apoptose induite par le céramide lui-méme,
Fas ou encore la privation en sérum (Maceyka et al., 2002). Cet effet anti-apoptotique peut étre
reproduit par la stimulation par la S1P, indiquant que la SphK1 protége de I'apoptose via la
production de S1P (Edsall et al., 1997).

Les roles de la SphK2 paraissent plus ambigus. Des études rapportent que sa déplétion induit un
arrét de la prolifération de plusieurs lignées cancéreuses (Gao and Smith, 2011; Van Brocklyn et al.,
2005). Elle est également impliquée dans la résistance a I'apoptose induite par la doxorubicine
impliquant l'inhibiteur de Cdks p21 (Sankala et al., 2007). Cependant, de nombreuses preuves
indiquent que la SphK2 a également des fonctions pro-apoptotiques. Elle posséde une séquence
similaire au domaine BH3 de la famille des protéines pro-apoptotiques « BH3-only » (Liu et al., 2003).
Il a notamment été décrit que la surexpression de la SphK2 induit I'apoptose suite a la privation en
sérum (Liu et al., 2003; Maceyka et al., 2005). Dans ces conditions, la SphK2 est localisée au RE ou
elle induit une mobilisation calcique nécessaire au relargage du cytochrome c mitochondrial
(Maceyka et al., 2005). De plus, la SphK2 est impliquée dans la sensibilisation a ’'apoptose chimio-
induite de nombreux types cellulaires (Igarashi et al., 2003; Liu et al., 2003; Min et al., 2004; Okada et
al., 2005). Les travaux initiaux relatant le role pro-apoptotique de la SphK2 se sont basés sur la
surexpression forcée de la protéine ; cependant, plusieurs études suggerent également que la forme
endogene ait la méme fonction. Notamment, la déplétion par interférence ARN de la SphK2 dans la
lignée HEK293 ou des fibroblastes embryonnaires murins prévient I'induction de I'apoptose en
réponse au TNF-a (Tumor Necrosis Factor-a) (Chipuk et al., 2012; Okada et al., 2005).

Les SphKs sont des régulateurs du cycle cellulaire. La surexpression de la SphK1 dans des
fibroblastes murins induit de fagon anticipée la sortie de la phase G1 et une accumulation des
cellules dans la phase S (Olivera et al., 1999). De plus, I'activation de la SphK1 par le PDGF (Platelet-
Derived Growth Factor) stimule I'activité de Cdk2, un important régulateur de la transition G1/S (Rani
et al., 1997). La déplétion de la SphK1 induit une augmentation de I’expression des inhibiteurs de
Cdks p21 et p27"P" ainsi qu’une accumulation des cellules dans la phase G1 du cycle cellulaire (Gao
and Smith, 2011; Xia et al., 2012). Par ailleurs, il a été décrit que la SphK2 nucléaire inhibe la
synthése d’ADN (Igarashi et al., 2003). De plus, la S1P produite dans le noyau régule de facon
épigénétique I'expression de p21 et est associée a un arrét de la prolifération cellulaire (Hait et al.,
2009).

Comme nous le verrons plus tard, il devient aujourd’hui plus clair que I'apparente dualité SphK1—
SphK2 peut s’expliquer par le fait que ces deux enzymes ne sont pas distribuées de fagon similaire

dans la cellule et n’ont pas les mémes substrats. De facto, elles n’influent pas de la méme fagon sur
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le biostat céramide/S1P. La SphK1 diminue les taux de céramide, en phosphorylant la sphingosine,
et probablement en induisant une inhibition de la CerS2 via la S1P produite (Laviad et al., 2008;
Maceyka et al., 2005). Inversement, il est proposé que la SphK2 influence positivement le recyclage
de la sphingosine en céramide (Maceyka et al., 2005). La compartimentalisation de la production de
S1P est ainsi un important paramétre pour comprendre les fonctions biologiques des SphKs (cf.
2.4.2).

2.4. Régulation des SphKs
2.4.1. Activation

2.4.1.1. La SphK1

La SphK1 recombinante produite dans Escherichia coli est active, indiquant que I’enzyme posséde
une activité intrinséque indépendante de toute modification post-traductionnelle (Pitson et al.,
2000a). Cependant, cette activité catalytique peut étre stimulée par différents mécanismes. La SphK1
peut étre activée de facon rapide et transitoire par de multiples facteurs de croissance, hormones,
cytokines, ligands de récepteurs couplés aux protéines G (RCPGs) (Maceyka et al., 2002; Pitson,
2011; Taha et al., 2006) ou autres stimuli externes comme I’hypoxie (Ader et al., 2008; Anelli et al.,
2008) (Table 1). La plupart de ces agonistes induisent une phosphorylation de la SphK1 sur le résidu
S225 par les kinases Erk1/2, entrainant une translocation de I'enzyme du cytosol a la membrane
plasmique (Pitson et al., 2003). Cette phosphorylation s’accompagne également d’une augmentation
critique de I’activité de la protéine (14 fois) sans modifier pour autant I'affinité de la SphK1 pour I'ATP
ou la sphingosine. Dans la plupart des cas, cette activation est transitoire, en raison d’une
déphosphorylation de la S225 par la PP2A (Barr et al., 2008).

La translocation de la SphK1 a la membrane apparait cruciale pour la plupart des réles de
signalisation de la SphK1, probablement en permettant la production locale de S1P et son interaction
avec des protéines effectrices (Pitson, 2011; Pitson et al., 2005). Il a été suggéré que la
phosphorylation de la S225 puisse permettre I'interaction de I’enzyme avec la phosphatidylsérine, un
phospholipide contenu dans le feuillet interne de la membrane plasmique, favorisant ainsi la
translocation membranaire de la SphK1 (Stahelin et al., 2005). Des interactions avec I'acide
phosphatidique et la filamine A ont également été impliquées dans ce processus (Delon et al., 2004;
Maceyka et al., 2008). Il a été montré en 2010 que la protéine CIB1 (Calcium and Integrin-Binding
protein 1) joue un rdle essentiel dans I'adressage de la SphK1 a la membrane. CIB1 interagit avec la
SphK1 au niveau de son site de fixation de la calmoduline d’une fagon dépendante du calcium. De
fagon analogue aux autres protéines d’échange calcium-myristoyl, CIB1 peut transloquer a la
membrane plasmique, fournissant un mécanisme pour une translocation active de la SphK1 en
réponse aux flux calciques, longtemps associés a une activation de I'’enzyme (Jarman et al., 2010;
Spiegel and Milstien, 2003; Sutherland et al., 2006).
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Plusieurs protéines interagissant avec la SphK1 augmentent également son activité (Taha et al,,
2006). On distinguera notamment TRAF2, impliquée dans la transduction de la signalisation du TNF-
a (Xia et al., 2002), et de fagon plus originale le régulateur de la traduction eEF1a (elongation factor
1a) dans sa configuration liée au GDP (Leclercq et al., 2011). A I'inverse, d’autres interactants comme
la PP2A induisent une diminution de I'activité SphK1 en la déphosphorylant sur la S225 (Barr et al.,
2008).

De nombreux agonistes entrainent une activation biphasique de la SphK1, induisant une
augmentation rapide et transitoire de I’activité enzymatique suivie d’une seconde phase plus tardive
impliquant la transcription et la traduction de novo de la SphK1 (Taha et al., 2006). La régulation de
I’expression de la SphK1 est ainsi un paramétre non négligeable pour la modulation de ses effets
biologiques. De nombreux agents induisant 'apoptose comme le TNF-a, ou les dommages a ’ADN

déclenchent la protéolyse de la SphK1 (Taha et al., 2004).

2.4.1.2. La SphK2

Les mécanismes moléculaires de I'activation de la SphK2 sont moins connus. De fagon similaire a
la SphK1, l'activité catalytique de la SphK2 est rapidement augmentée suite a la stimulation de
nombreux agonistes comme I'EGF (Epidermal Growth Factor), le TNF-a, I'interleukine IL1-3, ou les
esters de phorbol (Hait et al., 2005; Mastrandrea et al., 2005; Olivera et al., 2006). L’hypoxie a
également été décrite comme activant la SphK2 in vitro et in vivo (Schnitzer et al., 2009; Wacker et
al., 2009). La phosphorylation de I’enzyme par les kinases Erk1/2 conduit a une augmentation de son
activité (Hait et al., 2007). De plus, il a été rapporté que I'interaction de la SphK2 avec eEF1A induit
une forte activité SphK2 (Leclercq et al., 2008).

Table 1. Principaux activateurs de I'activité de la SphK1

Activateur Mécanisme d’activation Effet biologique Référence

PDGF Translocation a la membrane Mobilité cellulaire (Olivera and Spiegel, 1993)
plasmique

VEGF — Synthese d’ADN (Shu et al., 2002)

EGF Translocation a la membrane Mobilité cellulaire (Meyer zu Heringdorf et al., 1999)
plasmique ; augmentation de
I’expression

IGF-1 Translocation a la membrane Activation de Erk1/2 (EI-Shewy et al., 2006; Gomez-
plasmique Brouchet et al., 2007)

LPA Translocation a la membrane Survie cellulaire (Young et al., 1999)
plasmique ; augmentation de
I’expression

S1P — Mobilisation calcique (Meyer zu Heringdorf et al., 2001)

Acétylcholine — Mobilisation calcique (Meyer zu Heringdorf et al., 1998)



Activateur Mécanisme d’activation Effet biologique Référence

Oestradiol Translocation a la membrane Croissance cellulaire (Sukocheva et al., 2003)
plasmide Transcription de la SphK1
Prolactine — Expression de la SphK1 (Doll et al., 2007)
TNF-ao/IL-1 Interaction avec TRAF2 Activation de NF-xB (Billich et al., 2005; Mastrandrea
Activation de la PLD et Erk1/2 Mobilisation calcique et al., 2005; Sethu et al., 2008;
Production de cytokines Xia et al., 1998; Xia et al., 2002)
Interféron y — Trafic vésiculaire (Melendez et al., 1998)

Récepteurs aux immunoglobulines
FceR1 Translocation a la membrane Chimiotactisme (Melendez et al., 1998)
Dégranulation

Esters de phorbols

PMA Translocation a la membrane et Sécrétion de S1P (Mazurek et al., 1994; Pitson
phosphorylation Transcription de la SphK1 et al., 2003)

Vitamine D3 Transcription Survie (Kleuser et al., 1998)

LPS Translocation a la membrane Activation de Erk1/2 et NF-xB  (Wu et al., 2004)

Stimuli environnementaux
Hyperglycémie  Activation de la PKC et de Erk1/2 Expression de molécules (Wang et al., 2005a)
d’adhérence

Hypoxie Stimulation par des espéces Expression des facteurs HIF (Ader et al., 2008)
réactives de I'oxygene et la PLD ; (Ahmad et al., 2006)
augmentation de I’'expression

2.4.2. Localisation subcellulaire
La distribution cellulaire des SphKs et la compartimentalisation de la S1P générée sont largement

reconnues aujourd’hui comme jouant un réle important dans la régulation de leurs fonctions (Siow
and Wattenberg, 2011; Wattenberg, 2010).

2.4.2.1. La SphK1

La SphK1 est une enzyme essentiellement cytosolique, résultat d’un état d’équilibre d’un transport
actif de type « navette » entre cytoplasme et noyau (Inagaki et al., 2003). Il est bien établi que de
nombreux stimuli induisent une relocalisation de la SphK1 a la membrane plasmique (cf. 2.3.1.1)
nécessaire a la médiation de signaux de prolifération et de survie ainsi qu’a son réle pro-tumoral
(Pitson et al., 2005).

La SphK1 peut également étre localisée aux membranes d’organites intracellulaires: son
interaction avec RPK118 permet son adressage aux endosomes (Hayashi et al., 2002). Un autre
interactant, la protéine aminoacylase 1, empéche sa localisation membranaire, la séquestrant dans le
cytoplasme, diminuant Iégérement son activité et potentialisant ses effets cytoprotecteur et

prolifératif (Maceyka et al., 2004). La SphK1 peut également étre retrouvée au niveau des
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phagosomes ou elle participe a la maturation des phagolysosomes (Thompson et al., 2005). Enfin, il a
été montré qu’au cours de la phase S du cycle cellulaire, la SphK1 est transloquée a I’enveloppe

nucléaire, suggérant un réle dans la transition G1/S (Kleuser et al., 2001; Olivera et al., 1999).

En 2009, une étude a montré que la SphK1 peut étre détectée au niveau des centrosomes,
suggérant qu’elle joue un réle dans le contrdle de la division cellulaire en participant notamment a la

mise en place du fuseau mitotique (Gillies et al., 2009).

2.4.2.2. LaSphK2

La distribution cellulaire de la SphK2 apparait plus complexe, en regard de I'ambiguité de ses
fonctions. La SphK2 posseéde des séquences d’adressage et d’export nucléaire (cf. 2.1.4.2)
suggérant qu’elle alterne entre noyau et cytoplasme. Sa localisation semble varier selon a la fois le
type cellulaire et la densité des cultures. Par exemple, elle est principalement nucléaire dans la lignée
Hela, plutbét cytoplasmique dans les cellules HEK293 ; dans la lignée fibroblastique COS-7, la SphK2
devient nucléaire de fagon proportionnelle a la confluence de la culture cellulaire (Igarashi et al.,
2003).

Dans le noyau, la SphK2 a été décrite comme un inhibiteur de la synthése d’ADN (Igarashi et al.,
2003) et un régulateur des modifications épigénétiques de la chromatine et de la transcription en
interagissant et modulant I'activité des HDAC1/2 (Histone Deacetylases 1/2) (Hait et al., 2009). En
conditions de stress, la SphK2 est retrouvée au niveau du RE ou il est possible qu’elle induise
I’apoptose via I’action de S1P phosphatases et le recyclage de sphingosine en céramide (Maceyka et
al., 2005). De plus, la localisation mitochondriale de la SphK2 est également impliquée dans
I'induction de I'apoptose par un mécanisme de perméabilisation membranaire dépendant de la S1P
et de BAK (Bcl-2 homologous antagonist/killer) et un relargage de cytochrome c¢ (Chipuk et al., 2012;
Strub et al., 2011).

Les fonctions pro-apoptotiques de la SphK2 — non communes a la SphK1’ — semblent donc étre
médiées par sa localisation au niveau des membranes intracellulaires des organites comme le noyau,
le RE ou encore les mitochondries. Le domaine de liaison aux lipides situé dans la partie N-terminale
de la protéine permet d’interagir avec des phosphoinositides et pourrait faciliter ainsi la localisation
différentielle de la SphK2 au niveau de ces membranes (Don and Rosen, 2009).

En outre, de récents travaux suggerent que la disponibilité des substrats des SphKs soit également
un facteur majeur de la fonction pro-apoptotique de la SphK2. Les deux SphKs peuvent
phosphoryler la dihydrosphingosine, un sphingolipide généré au niveau des membranes
intracellulaires — principalement, le RE. Il est donc possible que la SphK1 activée et adressée a la
membrane plasmique n’utilise pas préférentiellement ce substrat, disponible alors pour la SphK2
(Siow et al., 2010). Les travaux du groupe de Sarah Spiegel ont montré que la S1P et la dihydroS1P

produites par la SphK2 dans le noyau peuvent inhiber les HDAC1/2 et la prolifération cellulaire (Hait

"I est toutefois intéressant de noter que I'adressage artificiel de la SphK1 au noyau ou au RE peut
conduire a l'induction d’apoptose, renforgant I'idée de signalisation dépendante de la localisation
intracellulaire (Igarashi et al., 2003 ; Maceyka et al., 2005 ; Merrill et al., 2005).
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et al., 2009). De plus, une étude récente combinant la technologie des nanoparticules et la thérapie
photodynamique dans le traitement des tumeurs solides a rapporté que I'efficacité anti-tumorale peut
étre directement attribuée a la production de dihydroS1P par la SphK2 (Barth et al., 2013).
Notamment, I'administration de dihydroS1P a des souris porteuses de tumeurs prévient la croissance
tumorale et augmente la survie, a 'inverse de la S1P. Ainsi, il semblerait que ces deux sphingolipides
en apparence tres proches (la seule différence étant une double liaison entre les carbones C4-C5

pour la S1P) aient des fonctions pro-tumorales.

De fagcon analogue a la SphK1, la SphK2 est également retrouvée au niveau des centrosomes,

suggérant un rble des SphKs dans le contrdle de la division cellulaire (Gillies et al., 2009).

L’ensemble de ces travaux souligne I'importance de la localisation cellulaire des SphKs et de leur

accessibilité subséquente a leurs substrats pour leurs fonctions biologiques.

2.4.2.3. Les SphKs extracellulaires

Plusieurs études rapportent également que les SphKs peuvent étre relarguées par la cellule pour
produire de la S1P au niveau du feuillet externe de la membrane plasmique et dans le milieu
extracellulaire. La SphK1 semble étre sécrétée de fagcon constitutive mais également en conditions
de stress (Tani et al., 2007; Venkataraman et al., 2006; Waters et al., 2003). La cellule apoptotique
peut également relarguer une forme tronquée mais active de la SphK2, résultant d’un clivage de 138
acides aminés de la région N-terminale par la caspase-1 (Weigert et al., 2010).

Ces SphKs extracellulaires peuvent utiliser la sphingosine produite par la dégradation de la
sphingomyéline et I’ATP relargué par les cellules pour produire directement de la S1P dans le milieu
environnant (Elliott et al., 2009; Tani et al., 2007). Des études récentes ont caractérisé la présence de
sphingosine et de la SphK1 dans des vésicules excrétées par les cellules tumorales, suggérant que
ces vésicules servent de plateforme de production de S1P dans le milieu extracellulaire (Rigogliuso et
al., 2010).

3. La voie SphKs/S1P

Comme nous l'avons vu plus haut, les sphingolipides sont aujourd’hui reconnus comme de
véritables molécules de signalisation a part entiére et sont impliqués dans la régulation de
nombreuses fonctions biologiques fondamentales comme la prolifération et la survie cellulaire, le
cycle cellulaire, la sénescence, la migration, la réponse inflammatoire ou encore I'angiogenése
(Hannun and Obeid, 2008; Maceyka et al., 2012; Spiegel and Milstien, 2003).

Le céramide et la S1P ont été particulierement la cible de recherches intensives au cours de ces
vingt derniéres années. Leur dualité explicitée par le concept de biostat céramide/S1P (cf. 1.2.3)
souligne I'importance de la balance entre ces deux sphingolipides dans le devenir cellulaire (Cuvillier
et al., 1996). Nous avons vu précédemment que le métabolisme sphingolipidique est un réseau

complexe contrbélé par de nombreuses enzymes (cf. 1.2) ; cependant, les SphKs en sont considérées
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comme des régulateurs clés. Leur activité est directement modulée par de nombreux stimuli externes
agissant tels des leviers sur le biostat céramide/S1P (cf. Table 1) (Maceyka et al., 2002; Pitson, 2011;
Taha et al., 2006). De plus, la découverte de I'implication de la voie SphKs/S1P dans de nombreux
processus physiopathologiques comme le cancer, les maladies inflammatoires, cardiovasculaires,
I’obésité ou encore le diabéte ont parachevé son intérét et son ciblage thérapeutique (Maceyka et al.,
2012).

De nombreuses études se sont attachées a décrire les mécanismes moléculaires de la signalisation
SphKs/S1P. Il est aujourd’hui établi que la S1P produite par les SphKs agit a la fois de fagon intra- et

extracellulaire selon plusieurs voies distinctes (Strub et al., 2010).

3.1. La S1P, facteur paracrine et ligand de récepteurs transmembranaires

Le taux constitutif de S1P tissulaire est relativement faible, sans doute résultant de I'activité de la
SPL (Schwab et al., 2005). Au contraire, on la retrouve bien plus concentrée dans le sang (de I'ordre
du micromolaire) produite principalement par les érythrocytes et les plaquettes — qui ne possedent
ni 'activité S1P lyase ni I'activité S1P phosphatase — et I’endothélium vasculaire (English et al.,
2000; Pappu et al., 2007; Venkataraman et al., 2008). La S1P plasmatique est essentiellement liée
aux lipoprotéines de haute densité ou a I'albumine. La lymphe est également un compartiment riche
en S1P (de I'ordre de 100 nM), produite majoritairement par I’endothélium lymphatique (Pham et al.,
2010).

De par sa nature ambivalente, la S1P est peu capable de franchir passivement les membranes
cellulaires et nécessite des transporteurs lipidiques. Plusieurs membres de la famille des
transporteurs ABC (ATB Binding Cassette), notamment ABCA1, ABCC1 et ABCG2, ont été impliqués
dans I'export de la S1P (Sato et al.,, 2007; Takabe et al., 2010). Plus récemment, le transporteur
Spns2 (Spinster homolog 2), plus spécifique de la S1P8, a été identifié chez le poisson zébre, puis
chez ’homme (Hisano et al., 2011; Kawahara et al., 2009).

La S1P peut se lier et activer de fagon autocrine ou paracrine une famille de cing RCPGs nommés
S1P,_s(Rosen et al., 2009). Initialement identifiés comme appartenant a la famille des récepteurs Edg
(Endothelial Differentation Gene), une double nomenclature persiste encore. De fagon intéressante, la
récente publication de la structure du S1P, en fusion avec le lysosome suggere que la S1P puisse
activer ses récepteurs (S1PRs) par un mécanisme de diffusion latérale au sein du feuillet externe de
la membrane plasmique plutdét que depuis le milieu extracellulaire (Hanson et al., 2012).

Les RCPGs sont des récepteurs a sept domaines transmembranaires couplés a différentes
protéines G hétérotrimériques, composés d’'une sous-unité variable (Ga) et de deux sous-unités
constantes (Gf et Gy). En réponse a la liaison du ligand sur le RCPG, la sous-unité Ga se retrouve

dans une conformation liée au GTP, provoquant une dissociation de I’hétérotrimére. La Ga-GTP

8 Le transporteur Spns2 peut également exporter un analogue de la sphingosine, le FTY720, sous sa
forme phosphorylée (FTY720-P) (cf. 3.3.1.3).
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d’une part et le dimére Gp-Gy peuvent alors activer diverses cascades de signalisation en aval
comme l'adénylate cyclase, des phospholipases ou des canaux ioniques. On distingue quatre
classes principales de sous-unités Go regroupées par similitude de séquence dont les membres
principaux sont résumeés ici : Ga, (activateurs de I'adénylate cyclase), Go; (inhibiteurs de I'adénylate
cyclase), Go, (activateurs de la phospholipase C (PLC)), et Ga.ypq5 (régulateurs de RhoA) (McCudden
et al., 2005).

Les S1PRs sont couplés a différentes protéines Ga pour signaliser leurs effets biologiques. Selon
leur couplages, ils peuvent ainsi agir en synergie ou au contraire de fagcon antagoniste (Hla and
Brinkmann, 2011) (Figure 18).

3.1.1. Le S1P;
Le S1P, a été initialement décrit comme le récepteur orphelin Edg-1 (pour Endothelial Gene

Differentiation-1) dans les cellules endothéliales humaines (Hla and Maciag, 1990). Il est considéré
comme étant ubiquitaire avec un gradient d’expression croissant entre le rein, le systéme
cardiovasculaire, le poumon la rate et le cerveau (Brinkmann, 2007).

Il est exclusivement couplé a des protéines Ga;, ses effets étant entierement sensibles a la toxine
pertussique (Windh et al., 1999). Son activation (Ky; = 8-20 nM) peut induire une diminution de la
concentration intracellulaire d’AMPc (Zondag et al., 1998), la stimulation des MAPKs (Lee et al.,
1996), une mobilisation calcique dépendante de la PLC (Okamoto et al., 1998), et I'activation de la
voie PI3K/Akt conduisant a I’activation de eNOS (endothelial Nitric Oxyde Synthase) (Morales-Ruiz et
al., 2001) ou de la petite GTPase Rac. Le S1P, est généralement impliqué dans la signalisation de la
prolifération, de la survie ou de la migration cellulaire.

Le KO murin du géne S7P7 est létal au stade embryonnaire (E12,5-14,5). Les souris STP17
présentent un systéme cardiovasculaire immature, di a un recrutement défaillant des cellules
musculaires lisses au niveau de la paroi des vaisseaux néo-synthétisés (Allende et al., 2003).

Le S1P,, en conjugaison avec les S1P,;, joue un réle important dans la fonction de la barriére
endothéliale, régulant la formation des jonctions adhérentes entre les cellules endothéliales via les
MAPKs et les GTPases Rho et Rac (Lee et al., 1999a; Lee et al., 1999b). Son inhibition in vivo induit
notamment une augmentation de la perméabilité vasculaire (Sanna et al., 2006). Le S1P, joue
également un réle dans la neurogenese (Mizugishi et al., 2005) et est intimement lié a la fonction des
cellules du systeme immunitaire. Son expression est notamment requise pour la circulation des
lymphocytes, son inhibition induisant leur séquestration au niveau des organes lymphoides et, de fait,

une lymphopénie (Allende et al., 2004; Matloubian et al., 2004).

3.1.2. Le S1P,
Le S1P, (ou Edg-5, H218 (MacLennan et al., 1994)) est, tout comme le S1P,, exprimé par un large

spectre de types cellulaires. |l lie la S1P avec une grande affinité (Ky = 16-27 nM) et peut étre couplé
a des protéines Go, Gay, et Goyyq3 pour conduire a I'activation des MAPKs (Gonda et al., 1999), de la
voie PIBK/Akt (Okamoto et al., 2000), de la PLC induisant une mobilisation calcique, ou de la voie

Rho/ROCK (Rho-associated Protein Kinase) (Lepley et al., 2005). Contrairement au S1P,, I'activation
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du S1P, induit généralement une inhibition de la prolifération et de la migration de nombreux types
cellulaires, la formation de fibres de stress et une augmentation de la perméabilité vasculaire
impliquant la voie Rho/ROCK/PTEN (Phosphatase and Tensin Homolog) (Sanchez et al., 2007).

Le KO murin du géne S7P2 est viable, ces souris naissant sans défaut anatomique ou
physiologique apparent. Cependant, elles souffrent de fagon sporadique de convulsions parfois
|étales entre trois et sept semaines de vie dues a des défauts d’excitabilité neuronale (MacLennan et
al., 2001). Le S1P, serait également essentiel au fonctionnement normal des systémes vestibulaire et
auditif, sa déficience entrainant la surdité des animaux (Kono et al., 2007). Cependant, ces effets
semblent dépendant du fond génétique des modeles animaux utilisés. Son expression favorise la
capacité de régénération du foie (lkeda et al., 2009; Serriere-Lanneau et al., 2007) et, en conditions
hypoxiques, peut induire des rétinopathies (Skoura et al., 2007). Son activation, en combinaison avec
celle du S1P;, a un effet protecteur sur le myocarde dans des modéles d’ischémie/reperfusion

(Means et al., 2007).

3.1.3. Le S1P,
Le S1P; (ou Edg-3 (Yamaguchi et al., 1996)) est exprimé largement dans I'organisme. Son affinité

pour la S1P est proche de celles des S1P,, (Ky = 23-26 nM) et il est également couplé aux protéines
Goy, Gay, et Gaygs (Ancellin and Hla, 1999; Windh et al., 1999). Sa stimulation induit I'activation des
MAPKSs, de la voie PI3K/Akt, ou de la PLC ainsi que des petites GTPases Rho et Rac (An et al., 2000;
Okamoto et al., 2000) permettant au S1P; de réguler la prolifération, la survie et la migration
cellulaire, ainsi que le tonus vasculaire grace a la libération d’oxyde nitrique via eNOS (Levkau et al.,
2004; Means et al., 2007; Nofer et al., 2004).

Les souris KO pour le géne S71P3 sont viables, fertiles et se développement normalement sans
anomalie phénotypique évidente, indiquant que ce récepteur n’est pas essentiel a 'embryogenése,
sa perte étant probablement compensée par d’autres récepteurs. Le S1P; agit en combinaison avec

les S1P,_, au cours du développement pour réguler 'angiogenése (Kono 2004).

3.1.4. Le S1P,
Le S1P, (ou Edg-6 (Graler et al., 1998)) posséde un profil d’expression limité, restreint

essentiellement aux cellules des systemes hématopoiétique et lymphatique. Il est couplé aux
protéines Gao,; et Ga,,q13. Son interaction avec la S1P (Ky = 12-63 nM) active préférentiellement les
voies PLC/IP, (inositol triphosphate)/Ca?*, MAPKs et Rho (Van Brocklyn et al., 2000; Yamazaki et al.,
2000). Ses effets biologiques sont mal caractérisés, les études menées sur les animaux KO pour le
S1P4 ont montré que ce récepteur affecte de fagon marginale les fonctions des lymphocytes T

(Wang et al., 2005b) et est impliqué dans la migration des cellules dendritiques (Schulze et al., 2011).

3.1.5. Le S1Pg
Dernier récepteur identifié et caractérisé, le S1P; (ou Edg-8 (Glickman et al.,, 1999)) est

principalement exprimé dans le cerveau, la rate, les poumons, le placenta et les leucocytes du sang

périphérique (Im et al., 2001). Il est le récepteur le plus affin pour la S1P (Ky = 2-6 nM) et est couplé

69



aux protéines Go, et Goyyqs, activant les voies PLC/IP,/Ca®, PI3K/Akt et Rho, et inhibant celles de
I’adénylate cyclase (AC) et Erk1/2 (Gonda et al., 1999; Im et al., 2001; Jaillard et al., 2005; Malek et
al., 2001; Novgorodov et al., 2007). Fortement exprimé par les oligodendrocytes, ses fonctions
biologiques ont été principalement étudiées au niveau du systéme nerveux central. Le S1P; induirait
la survie des oligodendrocytes (Jaillard et al., 2005) et participerait a la fonction de la barriere
endothéliale au niveau du cerveau (van Doorn et al., 2012). Le S1P; est également impliqué dans la
circulation des cellules NK (Natural Killer) (Mayol et al., 2011; Walzer et al., 2007). Une étude récente
indiquant une localisation subcellulaire du S1P; au niveau des centrosomes a suggéré qu’il participe

au contréle de la division cellulaire (Gillies et al., 2009).

S1P4 S1P2 S1Ps S1Ps S1Ps

T ERK1/2

Gai Gai Gag Gai2/13 Gar2/13 Goai
AC PIBK Ras PLC Rho PLC AC PIBK Ras
VAN /\ /N /N LN
AMPc Rac Akt ERK1/2 DAG IP3 Rac ROCK DAG IPs AMPc Rac Akt ERK1/2
l | Lol l
eNOS PKC Ca?* PTEN PKC Ca?* eNOS

Figure 18. Signalisation des S1PRs. Les S1PRs font partie de la superfamille des RCPGs. Chaque
récepteur est couplé a différentes sous-unités Ga pour signaliser ses effets biologiques.

3.2. La S1P, messager intracellulaire et ses cibles

De nombreuses études ont suggéré que la S1P pouvait agir de fagon intracellulaire. Les
organismes modéles Saccharomyces cerevisiae et Dictyostelium discoideum répondent a la S1P
alors qu’ils sont dépourvus de ses récepteurs (Birchwood et al., 2001). Chez les végétaux, qui
n’expriment pas non plus les S1PRs, la S1P régule I'ouverture des stomates en réponse a la
sécheresse (Ng et al., 2001). De plus, de fagon analogue a une stimulation dans le milieu
extracellulaire, la micro-injection cytosolique de S1P induit une mobilisation calcique et peut stimuler
la motilité cellulaire (Meyer zu Heringdorf et al., 2003; van Koppen et al., 2001; Wang et al., 1999a).
Depuis une vingtaine d’années, les mécanismes moléculaires de cette signalisation intracellulaire
restaient obscurs mais récemment, plusieurs cibles intracellulaires de la S1P ont été identifiées

notamment grace aux travaux pionniers du groupe de Sarah Spiegel dans ce domaine.
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3.2.1. La S1P, régulateur des HDAC1/2
La SphK2 est retrouvée au niveau nucléaire dans de nombreux types cellulaires ; cependant ses

fonctions demeuraient obscures. En 2009, il a été montré pour la premiére fois que le noyau
contenait des quantités importantes de sphingosine et de S1P. De plus, la SphK2 nucléaire est
intégrée dans un complexe répresseur ou la S1P produite se lie aux HDAC1/2 pour inhiber leur
activité (Hait et al., 2009). La SphK2 est retrouvée notamment au niveau des promoteurs des génes
de p21 et du régulateur transcriptionnel c-fos, ou elle contrble I’acétylation des histones et augmente

leur transcription (Hait et al., 2009).

3.2.2. La S1P, cofacteur de I'E3 ligase TRAF2
TRAF2 est une protéine adaptatrice du récepteur au TNF-a impliquée dans la régulation de

'ubiquitination de RIP1 (Receptor-Interacting Protein 1), un processus critique dans I'activation de
NF-xB (Nuclear Factor-k B). TRAF2 est capable d’interagir avec la SphK1 et de I'activer (cf. 2.4.1.1).
En 2010, la S1P a été identifié¢e comme un cofacteur requis pour I'activité E3 ligase de TRAF2,
permettant la polyubiquitination de RIP1 sur sa L63 et I'activation subséquente de NF-«B (Alvarez et
al., 2010).

3.2.3. La S1P et la prohibitine 2
La prohibitine 2 (PHB2), une protéine hautement conservée régulant 'assemblage et la fonction des

mitochondries, a récemment été caractérisée comme liant la S1P in vitro et in vivo (Strub et al.,
2011). La PHB2 est préférentiellement localisée a la membrane interne des mitochondries ou elle
semble former un large complexe macromoléculaire avec la PHB1. La respiration mitochondriale est
réduite dans les souris SPHK2” en raison d’un assemblage aberrant et d’une activité réduite de la
cytochrome-c oxydase, ou complexe IV de la chaine de transport des électrons. Ces données
suggérent I'importance de l'interaction entre la S1P et la PHB2 dans la fonction de cette enzyme et

plus largement dans la respiration mitochondriale.

3.2.4. La S1P et la BACE1

Le peptide p-amyloide (Ap) est le principal composant des plaques séniles impliquées dans le
développement de la maladie d’Alzheimer. La protéine BACE1 (8-site Amyloid Precursor Protein
(APP) Cleaving Enzyme-1), ou B-sécrétase 1, est I'enzyme produisant le peptide Ap a partir d’APP
(Amyloid Precursor Protein). Une étude récente a montré que son activité est modulée par la S1P
dans les neurones (Takasugi et al., 2011). L’inhibition des SphKs ou la surexpression des enzymes
dégradant la S1P diminuent I'activité de la BACE1 et la production de peptide Ap. La S1P peut se lier
spécifiquement a la BACE1 et augmenter son activité protéolytique. De plus, de fagon notable,
I'activité SphK2 est retrouvée significativement augmentée chez les patients souffrant de la maladie
d’Alzheimer, suggérant un lien unique entre la production de S1P par la SphK2 et cette pathologie

neurodégénérative (Takasugi et al., 2011).
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3.3. Physiopathologie de la voie SphKs/S1P

La voie SphKs/S1P est impliquée dans la régulation de nombreux processus biologiques et
physiologiques fondamentaux. Son importance en physiopathologie a largement été étudiée au
cours de ces deux derniéres décennies. Son role dans le cancer est bien établi, mais la voie
SphKs/S1P est également impliquée dans les pathologies liées a I'inflammation et a I'immunité, les

maladies cardiovasculaires, I’obésité ou encore le diabéte (Figure 19).

Figure 19. Physiopathologie de la voie SphKs/S1P La voie SphKs/S1P étant impliquée dans de tres
nombreux cancers bien que peu d’entre eux soient représentés ici. Tiré de (Maceyka et al., 2012).

3.3.1. Cancer

3.3.1.1. Implication de la voie SphKs/S1P dans le développement et la progression tumorale

Les propriétés pro-prolifératives et anti-apoptotiques de la S1P ont depuis longtemps suggéré que
la régulation du biostat céramide/S1P — et de I'activité des SphKs — participe au développement
tumoral (Cuvillier et al., 1996). En 2000, Xia et al. ont mis pour la premiére fois en évidence que la
surexpression de la SphK1 dans des fibroblastes murins NIH3T3 conduit a ’acquisition de propriétés

transformantes comme la prolifération en privation de sérum, la formation de colonies en agar mou,
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ou encore la formation de tumeurs, en [|'occurrence de fibrosarcomes, chez la souris
immunodéficiente SCID (Severe Combined Immunodeficiency) (Xia et al., 2000). Cette transformation,
impliquant la voie Ras, est dépendante de I'activité catalytique de la SphK1, le mutant inactif G82D
n’induisant aucun de ces effets. De fagon intéressante, la localisation de la SphK1 a la membrane
plasmique parait essentielle a sa fonction pro-tumorale (Pitson et al., 2005). A la base de ces
observations, la SphK1 a initialement été décrite comme un oncogéne. Cependant, a ce jour, aucune
mutation du géne de la SphK1 n’a été identifiée, posant ainsi la question : la SphK1 est-elle un
oncogene ? |l est possible que la transformation spontanée des fibroblastes soit amplifiée par la
surexpression de la SphK1. De plus, il est décrit que les cellules cancéreuses possedent une forte
expression de la SphK1 importante pour leur survie et leur prolifération, conduisant a proposer
qu’elles ont plutdt une « addiction non-oncogénique » pour la SphK1 (Vadas et al., 2008).

Il est aujourd’hui bien établi que, dans le cadre du cancer, le biostat céramide/S1P est déséquilibré
dans le sens de la production de S1P (Table 2). De nombreuses études ont rapporté une
augmentation de I’expression de I’ARNm, de la protéine, ou une amplification de I'activité de la
SphK1 dans une large série de tumeurs en comparaison au tissu sain. C’est notamment le cas dans
les cancers du sein, de la prostate, du rein, du cbélon, du poumon, de I’estomac, de I'utérus, de
I'ovaire, dans le glioblastome, ou encore dans la leucémie aigiie myéloide (Cuvillier et al., 2010;
French et al., 2003; Johnson et al., 2005; Kawamori et al., 2006; Kohno et al., 2006; Li et al., 2009;
Ruckhaberle et al., 2008; Song et al., 2011). Dans plusieurs de ces études, I'augmentation de
I’expression de la SphK1 corréle avec un grade tumoral plus important et, surtout, avec une survie

des patients réduite (Table 2).

Concernant la SphK2, beaucoup moins d’études sont disponibles décrivant son implication dans le
cancer. La SphK2 n’est pas retrouvée surexprimée dans le cancer. De plus, aucune corrélation n’a
été faite jusqu’a présent entre le niveau d’expression de la SphK2 et le grade, le degré d’agressivité
d’un cancer, ou encore la survie des patients. Toutefois, il est intéressant de noter que le ciblage de
la SphK2 est plus efficace que celui de la SphK1 dans plusieurs lignées cellulaires cancéreuses (Gao
and Smith, 2011; Van Brocklyn et al., 2005). Notamment, la déplétion de la SphK2 dans les cellules
MCF-7 réduit leur blocage dans le cycle cellulaire a la transition G2/M induit par la doxorubicine et
augmente fortement I'apoptose subséquente, probablement en agissant sur I'expression de p21
(Gao and Smith, 2011). Des études in vivo ont rapporté que la croissance tumorale pouvait étre
significativement atténuée par la déplétion génétique de la SphK2 dans des xénogreffes de la lignée
MCF-7 tumorale mammaire (Weigert et al., 2009), ou par I'inhibition pharmacologique de la SphK2 de
tumeurs murines du sein (Antoon et al., 2011; Antoon et al., 2012; French et al., 2010), du rein et du
pancréas (Beljanski et al., 2010; Beljanski et al., 2011a), du foie (Beljanski et al., 2011b) ou encore du
cOlon (Chumanevich et al., 2010). De plus, la SphK2 a été impliquée dans la migration des cellules
cancéreuses de I'eesophage induite par le TGF-p (Tumor Growth Factor-£) (Miller et al., 2008), et des
cellules tumorales mammaires stimulée par I'EGF (Epithelial Growth Factor) (Hait et al., 2005),

suggérant un réle potentiel de la SphK2 dans le processus métastatique.
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Table 2. Dérégulation de la production de S1P dans le cancer

Tumeur

Echantillons

Corrélation biologique

Référence

Sphingosine kinases

Estomac

Sein

Poumon

Coblon

Prostate

Utérus

Rein

Pancréas

Astrocytome

Glioblastome

Lymphome non-
hodgkinien

ARNmM

Protéine

ARNmM

Protéine

ARNmM

Protéine

ARNmM

Protéine

Protéine

ARNmM

ARNmM

Protéine

ARNmM

Protéine

ARNmM

ARNmM et
protéine

4 paires*

175 patients,
10 contrbles

1269 patients

171 patients

11 paires ;
25 paires

25 paires

32 paires ;
35 paires

75 tumeurs,
35 contrbles

30 paires

42 paires ;
40 paires

20 paires

60 patients,
10 contrbles

4 paires

243 patients ;
48 patients

48 patients

44 patients,
25 contrOles

Surexpression de la SphK1 dans la tumeur versus le tissu sain.

Surexpression de la SphK1 dans la tumeur versus le tissu sain.
Corrélation entre augmentation de I'expression de la SphK1 et la
progression de la maladie. Survie des patients réduite si
I’expression de la SphK1 est forte.

Corrélation entre augmentation de I'expression de la SphK1 et
mauvais pronostic. Réduction du temps de survie sans récidive si

'expression de la SphK1 est forte. Surexpression de la
SphK1dans les tumeurs ER™,

Surexpression de la SphK1 dans la tumeur versus le tissu sain.

Surexpression de la SphK1 dans la tumeur versus le tissu sain.

Surexpression de la SphK1 dans la tumeur versus le tissu sain.

Surexpression de la SphK1 dans la tumeur versus le tissu sain.

Corrélation entre niveau d’expression de la SphK1 et progression
tumorale. Forte expression dans les cancers primaires avec
métastases par rapport au non-métastatiques.

Augmentation de I'activité de la SphK1 dans la tumeur versus le
tissu sain. Corrélation entre niveau d’activité de la SphK1 et score
de Gleason, taux de PSA, et risque de récidive.

Surexpression de la SphK1 dans la tumeur versus le tissu sain.

Surexpression de la SphK1 dans la tumeur versus le tissu sain.

Surexpression de la SphK1 dans la tumeur versus le tissu sain.

Surexpression de la SphK1 dans la tumeur versus le tissu sain.

Corrélation entre niveau d’expression de la SphK1, grade tumoral
et survie réduite des patients

Corrélation entre niveau d’expression de la SphK1 et la survie des
patients.

Surexpression de la SphK1 dans le lymphome non-hodgkinien par
rapport a I’hyperplasie lymphoide

(Li et al., 2009)

(Ruckhaberle et al.,
2008)

(French et al., 2003;
Johnson et al., 2005)

(French et al., 2003;
Johnson et al., 2005)

(Kawamori et al.,
2006)

(Malavaud et al.,
2010)

(French et al., 2003;
Johnson et al., 2005)
(French et al., 2003)

(Guillermet-Guibert et
al., 2009)

(Li et al., 2008; Van
Brocklyn et al., 2005)

(Van Brocklyn et al.,
2005)

(Bayerl et al., 2008)

Autres enzymes du métabolisme de la S1P

Prostate

QOvaire

Coblon

Protéine

et activité

ARNmM

ARNmM

13 patients

37 patients ;
50 contrdles

10 paires

Répression de I'expression de la SPL dans la tumeur versus le
tissu sain. Corrélation entre niveau d’expression faible de la SPL et
agressivité du cancer.

Surexpression de la SPL dans la tumeur versus le tissu sain.

Répression de I'expression de la SPL dans la tumeur versus le
tissu sain.

(Brizuela et al., 2012)

(Hibbs et al., 2004)

(Oskouian et al.,
2006)
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Tumeur Echantillons Corrélation biologique Référence

Récepteurs a la S1P

Glioblastome ARNm et 38 patients Corrélation entre faible niveau d’expression du S1P; et survie (Yoshida et al., 2010a)
protéine réduite pour le patient.
Lymphome Géne 106 patients Identification de mutations somatiques multiples dans la séquence (Yoshida et al.,
5’du S7P2 pour 26% des cas. 2010b)
Leucémie ARNm 31 patients,  Surexpression du S1P5 dans les lymphocytes. (Kothapallii et al.,
12 contrbles 2002)

* La tumeur et le tissu sain adjacent.

L'analyse des fluides d’ascites de patientes de cancers de I'ovaire réveéle une augmentation
significative du taux de S1P (Wang et al., 2008; Xu et al., 2001), alors qu’une forte diminution de la
S1P plasmatique est observée en post-opératoire versus les taux mesurés en pré-opératoire
(Sutphen et al., 2004). Ainsi, la S1P extracellulaire, notamment relarguée dans le microenvironnement
tumoral, joue des réles cruciaux dans la progression du cancer en régulant la croissance tumorale,
I’angiogenése ou encore le processus métastatique (Anelli et al., 2010; Kim et al., 2011; Ponnusamy
et al., 2012; Salas et al., 2011). Selon les récepteurs a la S1P majoritairement exprimés, et selon les
cellules tumorales, la S1P peut exercer divers effets.

Une étude a récemment identifié le S1P, comme un élément clé impliqué dans I’activation
persistante de STAT3 (Signal Transducer and Activator of Transcription-3) dans les cellules
cancéreuses et le microenvironnement tumoral (Lee et al., 2010). STAT3 est un facteur de
transcription du gene S7P1, et inversement, le S1P, active STAT3 et induit I'expression de
I’interleukine pro-inflammatoire IL-6 cruciale pour [I’activation de STAT3, linflammation et la
progression tumorale.

Le S1P, et le S1P; ont notamment des actions opposés dans la migration et la motilité des cellules
tumorales gastriques (Yamashita et al., 2006). Le S1P, est également impliqué dans I'inhibition de la
migration de cellules de mélanome ou la motilité de cellules issues de glioblastome, alors qu’il
augmente les propriétés invasives de ces dernieres (Arikawa et al., 2003; Malchinkhuu et al., 2008;
Yamamura et al., 2000; Young and Van Brocklyn, 2007). A I'inverse, la S1P stimule la migration de
cellules de fibrosarcome via 'axe S1P,/Rac1/Cdc42 (Fisher et al., 2006; Nyalendo et al., 2007), ou
I'invasion de cellules du cancer ovarien par le S1P; ou le S1P; (Park et al., 2007). Enfin, la stimulation
du S1P; bloque notamment la prolifération de cellules de glioblastome (Rodgers et al., 2009).

La S1P extracellulaire et les S1PRs sont impliqués dans le développement du systéme vasculaire
(cf. 3.1). De nombreuses études ont caractérisé leurs réles dans la régulation de I'angiogenése
tumorale. Le S1P, est fortement exprimé par les cellules endothéliales des vaisseaux sanguins en
périphérie de la tumeur (Chae et al., 2004). Sa déplétion in vitro par siRNA (small interfering
Ribonucleic Acid) diminue les capacités migratoires des cellules endothéliales. L’injection in vivo de
ce siRNA dans un modeéle de tumeurs sous-cutanée entraine la déstabilisation de son systeme
vasculaire et une forte réduction de la croissance tumorale. A contrario, le S1P, régule négativement

la migration cellulaire et I’'angiogenése (Du et al., 2010). Les cellules endothéliales issues de souris
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KO pour le S1P, ont de fortes propriétés prolifératives, migratoires ou encore de formation de tubules
in vitro. L’injection de cellules de carcinome pulmonaire ou de mélanome chez la souris STP2” se
traduit par une accélération de la croissance tumorale, une densité vasculaire et des recrutements de
péricytes et de cellules musculaires lisses autour des vaisseaux plus importants.

Une étude a récemment mis en évidence pour la premiére fois un lien entre la S1P produite par
I’organisme héte et le processus métastatique (Ponnusamy et al., 2012). Chez des souris TRAMP** /
SPHK17”, la croissance des tumeurs de la prostate spontanée est réduite, tout comme les
métastases pulmonaires induite par I'allogreffe cellules cancéreuses. La déplétion génique de la
SphK1 augmente I'expression du suppresseur de métastase Brms1 (Breast Carcinoma Metastasis
Suppressor 1) dans les tumeurs pulmonaires obtenues par I'injection de cellules MB49 dans la
circulation sanguine. La suppression systémique de la SphK1 stimule I’expression du S1P,, et
diminue celle du S1P, ce qui induit I'expression de Brms1. De fagon intéressante, cette étude montre
pour la premiére fois que I'inhibition de la signalisation de la S1P systémique par I'utilisation d’un

anticorps bloquant prévient I'apparition de métastases pulmonaires.

Il existe de larges interactions impliquées dans le cancer entre les voies de signalisation de la S1P
et celles de facteurs de croissance. Les S1PRs peuvent agir de concert avec leurs récepteurs pour
réguler la prolifération et la migration cellulaires ou encore I'angiogenése. Les mécanismes de telles
régulations impliquent notamment la transactivation de récepteurs a activité tyrosine kinase induite
par la S1P. Par exemple, 'EGF stimule I’'expression et I'activité de la SphK1 pour réguler la migration
cellulaire (Meyer zu Heringdorf et al., 1999) (Table 1). Il a été rapporté que la S1P peut induire le
relargage de I'EGF et, de facto, la transactivation de 'EGFR (Epithelial Growth Factor Receptor) dans
des cellules du cancer de I'estomac ou du sein (Shida et al., 2004; Sukocheva et al., 2006). De plus,
des interactions croisées entre les récepteurs de la S1P et de I'acide lysophosphatidique (LPA) ou
des cestrogenes ont été impliquées dans la progression du cancer, notamment celui du sein (Shida et
al., 2008; Sukocheva et al., 2006; Takabe et al., 2010). La S1P peut transactiver le PDGFRp (Platelet-
Derived Growth Factor Receptor f) chez des cellules du cancer de I'ovaire, induisant une stimulation
de Erk1/2 et Akt (Baudhuin et al., 2004). Dans un modele de cellules musculaires lisses, ou chez des
fibroblastes embryonnaires murins, le S1P, et le PDGFRp forment un complexe de signalisation dans
lequel le S1P, augmente I'activité de Erk1/2 et la migration cellulaire induite par le PDGF (Alderton et
al., 2001; Long et al., 2006; Waters et al., 2003). Il s’agit d’'un exemple de « signalisation intégrée »
caractérisée par l'induction de voies coopératives par deux types distincts de récepteurs et leurs
effecteurs sous-jacents (Delcourt et al., 2007). Des interactions croisées entre les signalisations de la
S1P et du VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) ont été également identifiées dans la régulation
de I'angiogenese (Taniguchi et al., 2009).

Des études émergentes rapportent des altérations d’expression ou des mutations des S1PRs dans
le cancer, bien que la relevance physiopathologique de ces observations n’est pas encore claire
(Kothapalli et al., 2002; Yoshida et al., 2010a; Yoshida et al., 2010Db).
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3.3.1.2. Implications de la voie SphKs/S1P dans la résistance thérapeutique du cancer

La déplétion de la SphK1 par siRNA inhibe la prolifération cellulaire, augmente la production de
céramide et I’'apoptose dans le cancer de la prostate, du pancréas et la leucémie (Akao et al., 2006;
Baran et al.,, 2007; Guillermet-Guibert et al., 2009; Pchejetski et al., 2005). A contrario, la
surexpression de la SphK1 inhibe I'apoptose et favorise la chimiorésistance in vivo (Baran et al.,
2007; Pchejetski et al.,, 2005; Sobue et al., 2008). Dans le cas du cancer de la prostate, la
surexpression de la SphK1 confére une résistance a la campthotécine et au docétaxel (Akao et al.,
2006; Pchejetski et al., 2008; Pchejetski et al., 2005). Pour le cancer du pancréas, les cellules
exprimant fortement la SphK1 sont résistantes a la gemcitabine (Guillermet-Guibert et al., 2009). Une
résistance a I'imatinib a également été décrite dans le cadre de la leucémie aigiie myéloide (Baran et
al., 2007; Bonhoure et al., 2008; Bonhoure et al., 2006). Il a été suggéré qu’une relation existe entre le
taux d’activité de la SphK1 et la résistance au tamoxiféne chez des cellules issues de cancer du sein
(Sukocheva et al., 2009). Notre équipe a montré que la SphK1 peut étre impliquée dans I'acquisition
de I'indépendance androgénique du cancer de la prostate. La privation chronique en androgénes —
qui mime les thérapies anti-androgéniques — entraine chez des cellules de cancer de la prostate
sensibles & ces molécules I'acquisition d’une indépendance androgénique qui correle avec une
augmentation de I'expression et de I'activité de la SphK1 (Dayon et al., 2009). Cette indépendance
peut étre antagonisée par I'inhibition de la voie PI3K/Akt ou de la SphK1.

De fagon générale, I'efficacité des agents chimiothérapeutiques corréle avec le taux d’inhibition de
la SphK1 (Pchejetski et al., 2005; Sobue et al., 2008). Des expériences in vivo ont mis en évidence
que le taux d’expression de la SphK1 peut étre un « senseur chimiothérapeutique » (Pchejetski et al.,
2005). Par exemple, de plus larges tumeurs sont obtenues chez la souris par I'injection de cellules du
sein dans la glande mammaire ou de cellules de la prostate de fagon orthotopique si ces cellules
surexpriment la SphK1 plutét qu’un taux endogéne (Nava et al., 2002; Pchejetski et al., 2005). Les
tumeurs formées ont également une néovascularisation plus importante, ont une meilleure résistance
au docétaxel et présentent un ratio céramide/S1P diminué. En outre, la taille des adénomes
intestinaux est réduite chez les souris APCY™*  SPHK1" (Kohno et al., 2006). Ces tumeurs présentent
une augmentation du taux de sphingosine qui induit une réduction de la prolifération des cellules
épithéliales intestinales, une diminution de la phosphorylation de la protéine pRb et de I'expression
du régulateur du cycle cellulaire CDC4 in vitro (Kohno et al., 2006).

Des conditions hypoxiques soutenues induisent I’expression des SphKs dans des cellules
musculaires lisses pulmonaires (Ahmad et al., 2006). Le promoteur du gene SPHK1 posséde deux
séquences HRE (Hypoxia inducible factor-Responsive Element) et les facteurs de réponse a I’hypoxie
HIF-1a et HIF-2a (Hypoxia Inducible Factor) ont été impliqués dans la régulation transcriptionnelle de
la SphK1 (Anelli et al., 2008; Schwalm et al., 2008). L’hypoxie promeut la migration des cellules
endothéliales et induit la production de S1P par des cellules de glioblastome. Ainsi, la production de
S1P en périphérie de la tumeur peut stimuler les cellules endothéliales, les fibroblastes et les cellules
musculaires lisses pour induire le processus angiogénique et la formation de néo-vaisseaux en

réponse a l'insuffisance en oxygéne détectée par les senseurs HIF-1a et HIF-2a. Cependant, de
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fagon intéressante, les SphKs peuvent également moduler la sensibilité des cellules tumorales a la
privation en oxygéne en régulant I’expression de HIF-1a et de HIF-2a. En conditions hypoxiques, la
SphK1 est activée selon un mécanisme impliquant la production d’espéces réactives de I'oxygene et
induit la stabilisation de HIF-1a dans de nombreuses lignées tumorales (Ader et al., 2008). Cette
stabilisation implique I'activation de la voie Akt/GSK-3p (Glycogen Synthase Kinase-3)) pour prévenir
la dégradation de HIF-1a par le protéasome. L’inhibition de la SphK1 ou sa déplétion diminuent de
fagon drastique le niveau de HIF-1a. La SphK2 est également sensible aux conditions hypoxiques.
Dans des cellules d’adénocarcinome pulmonaire, I’hypoxie protége de la mort induite par I’étoposide
en induisant I’expression de la SphK2, le relargage de S1P et la signalisation du S1P, et du S1P,
(Schnitzer et al., 2009).

Récemment, la voie SphKs/S1P a été impliquée dans I'autophagie, un processus mis en place par
les cellules induisant notamment leur survie ou leur mort en conditions de stress par recyclage de
leurs propres composants. L’autophagie peut étre induite par de nombreux stimuli comme le stress
oxydant, la privation en nutriments ou le stress du RE, bien qu’elle soit constitutivement active de
fagon basale dans les cellules. Lorsqu’elle favorise la survie cellulaire, 'autophagie confére une
résistance a la chimiothérapie, la radiothérapie ou encore a I'immunothérapie (Chen and Karantza-
Wadsworth, 2009). Récemment, il a été montré que la privation en nutriments active la SphK1 dans
des cellules de cancer du sein, permettant leur survie par l'autophagie. Dans ces cellules, la
surexpression de la SphK1 suffit & déclencher le processus autophagique (Lavieu et al., 2006). La
S1P peut promouvoir la survie cellulaire dépendante de I'autophagie dans des cellules du cancer de
la prostate carencées en nutriments par l'intermédiaire du S1P; et de [linhibition de mTOR
(mammalian Target Of Rapamycin), un inhibiteur de I'autophagie (Chang et al., 2009). Inversement, le
céramide induit la mort cellulaire par 'intermédiaire de I'autophagie. L’inhibition des SphKs induit
également une mort cellulaire autophagique dans de nombreuses lignées cancéreuses et une
réduction de la croissance tumorale in vivo (Beljanski et al., 2010; French et al., 2003; French et al.,
2006; French et al., 2010). Le réle des SphKs dans la régulation de la survie ou de la mort cellulaire
induite par I'autophagie dans le contexte du cancer requiert de profondes investigations compte-tenu

de I'importance de ce processus dans I'efficacité thérapeutique.

3.3.1.3. Ciblage de la voie SphKs/S1P dans les stratégies thérapeutiques anti-tumorales

La voie SphKs/S1P est, comme nous venons de le voir, largement impliquée dans le
développement et la progression tumorale. De facto, elle constitue une cible trés intéressante dans la
thérapie anti-cancer et de nombreuses molécules dirigées contre les SphKs, la S1P ou les S1PRs ont

été développées dans le but d’améliorer I’efficacité des stratégies anti-tumorales (Table 3).
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Table 3. Ciblage de la voie SphKs/S1P en stratégie anti-tumorale

Molécule Cibles

Usage

Effet biologique

Référence

Sphingosine kinases
DMS (N,N-
diméthylsphingosine)
et DHS (D,L-thréo-
dihydrosphingosine,
Safingol)

SphK1,
Sphk2

SK1-

(BML-258 ; (2R,3S,49)-
N-méthyl-5-(4-
pentylphényl)-2-
aminopent-4ene-1,3-
diol)

SphK1

SKi (SKI-II ; 2-(p-
hydroxyanilino)-4-(o-
chlorophényl)thiazole)

SphK1,
SphK2

B-5354¢ (SANK
71896, composé
naturel issu d’une
bactérie marine)

SphK1,
Sphk2

F-12509A (SANK SphK1,
25395, composé SphK2
naturel issu de la

culture d’un
discomycete)

PF-543 SphKi1

In vitro

In vivo

Essai clinique

In vitro

In vivo

In vitro

In vivo

In vitro

In vivo

In vitro

In vitro

Ex vivo

Inhibition compétitive de la fixation de la sphingosine (K; ~5-10
puM). Inhibition de la PKC et de la CerK. Peut activer la PI3K.
Inhibe la croissance cellulaire, induit I'apoptose, sensibilise aux
radiations et a la chimiothérapie.

Inhibition et régression de la croissance tumorale dans des
modeles de xénogreffes de tumeurs de I'estomac et du
poumon. Toxicité hépatique et effet hémolytique constatés.

Safingol : Phase | en combinaison avec le cisplatine pour le
traitement de tumeurs solides avanceées.

Inhibition compétitive de la fixation de la sphingosine (K; ~10
uM). Aucune activité envers la PKCa et 6, PKA, Akt, ERK1,
EGFR, Cdk2 ou IKKB. Inhibition de la croissance et de la
survie cellulaire, induction de I'apoptose dans des modgles de
leucémie ou de glioblastome.

Inhibition de la croissance tumorale de xénogreffes de
leucémie aigle myéloide. Inhibe la croissance tumorale et
I'angiogenése, induit I'apoptose et augmente la survie de
I’héte dans un modele de gliobastome.

Inhibition non-compétitive de la liaison a I’ATP. Aucun effet sur
la PIBK, ERK2 et la PKCa. Protéolyse de la SphK1. Inhibition
de la prolifération et induction de I'apoptose dans plusieurs
lignées tumorales. Sensibilisation de cellules du cancer du
pancréas a la gemcitabine.

Inhibition de la croissance d’adénocarcinomes mammaires
syngéniques. Biodisponibilité orale.

Inhibition non-compétitive de la fixation de la sphingosine (K;
~3 uM). Aucune activité envers la PIBK ou la PKC.
Chimiosensibilisation de cellules cancéreuses de la prostate au
docétaxel ou a la camptothécine.

Inhibition synergique avec la camptothécine de la croissance
tumorale dans un modeéle de greffe orthotopique de cancer de
la prostate chez la souris.

Inhibition compétitive de la fixation de la sphingosine (K; ~5
uM). Induction de I'apoptose dans des modeles leucémiques
chimiosensibles ou résistants.

Inhibition compétitive de la fixation de la sphingosine (K; ~3,6
nM). Hautes spécificité et affinité pour la SphK1. Aucun effet
sur la prolifération et la survie de cellules de carcinome
cervico-facial.

Forte diminution des taux plasmatiques de S1P.

(Endo et al., 1991;
Igarashi et al., 1989;
King et al., 2000a;
Kohama et al., 1998;
Liu et al., 2000;
Megidish et al., 1995;
Nava et al., 2002;
Olivera et al., 1998;
Sugiura et al., 2002)

(Dickson et al., 2011)

(Kapitonov et al.,
2009; Paugh et al.,
2008)

(French et al., 2003;
French et al., 2006;
Guillermet-Guibert et
al., 2009; Loveridge et
al., 2010)

(Kono et al., 2002;
Kono et al., 2000b;
Pchejetski et al.,
2008)

(Bonhoure et al.,
2008; Bonhoure et al.,
2006; Kono et al.,
2002; Kono et al.,
2000a)

(Schnute et al., 2012)
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Molécule Cibles Usage Remarques Référence
ABC294640 (3-(4- SphK2  Invitro Inhibition compétitive de la fixation de la sphingosine (K, ~10

chlorophenyl)- puM). Inhibition de la prolifération et de la migration dans de

adamantane-1-acide nombreuses lignées tumorales. Induction de la mort cellulaire

carboxylique (pyridine- par autophagie dans des modéles de cancer du rein, de la

4-ylméthyllamide prostate et du sein.

(Beljanski et al., 2010;
In vivo Inhibition de la croissance tumorale et induction de I'apoptose French et al., 2010)

dans des xénogreffes de cancer du sein. Induction de la mort
cellulaire par autophagie dans des xénogreffes de cancer du
rein. Biodisponibilité orale.

S1P

Anticorps anti-S1P
Sphingomab™,
Sonepcizumab
(ASONEP™)

S1P In vitro

In vivo

Essai clinique

Réduction de la prolifération, de 'inhibition de I'apoptose et du
relargage de facteurs angiogéniques (VEGF, FGF).

Réduction de I'angiogenese, de la croissance tumorale et du
nombre de métastases dans le cancer du sein, de I'ovaire, du
poumon et le mélanome. Réduction du nombre de
lymphocytes circulants.

ASONEP™ : Phase | pour les tumeurs solides. Phase Il pour
les carcinomes rénaux.

(O'Brien et al., 2009;
Visentin et al., 2006)

Lpath Inc.

Récepteurs a la S1P

FTY720 (Fingolimod, ~ §1P,,  Invitro Phosphorylation par la SphK2, agoniste du S1P;, du S1Pg, du (Azuma et al., 2003a;
Gilenya®) ; S1Ps, S1P, et du S1Ps. Induit la dégradation du S1P;. Inhibition de Azuma et al., 2003b;
FTY720-phosphate  gqp, Pautotaxine, de la PLA2, de la SphK1, de la SPL et de la CerS. Azuma et al., 2002;
S1Ps, Activation de la PP2A. Inhibition de la phosphorylation d’Akt et Bandhuvula et al.,
SphK, de Erk1/2. Activation des caspases, de la JNK et de la PKC. 2005; Billich et al.,
Sphk2 Induit la production d’espaces réactives de I'oxygene. Arrét de 2003; Brinkmann et
la prolifération et induction de I'apoptose dans plusieurs @l 2002; Hung et al.,
lignées cancéreuses. 2008; Kharel et al.,
2005; Lahiri et al.,

In vivo Inhibition de la croissance tumorale dans de nombreux 2009; LaMontagne et
modeles de cancer. Inhibition de la vascularisation tumorale, @, 2006; Mandala et
de I'angiogenése et du processus métastatique. Réduction du al-» 2002; Matsuoka
nombre de lymphocytes circulants. Réduction des taux ©tal. 2003; Payne et
plasmatiques de LPA. al., 2007; Sanchez et

al., 2003; Ubai et al.,
2007; van Meeteren
et al., 2008; Vessey et
al., 2007; Wang et al.,
1999b)

VPC23019 S1P,, In vitro Antagoniste du S1P, et S1P5. (Davis et al., 2005b)

S1P,
JTEO13 S1P, In vitro Antagoniste du S1P,. (Salas et al., 2011)

Au cours des vingt derniéres années, de nombreux composés inhibiteurs des SphKs ont été

identifiés, développés ou isolés de sources naturelles. Ces composés agissent notamment en

réduisant la formation de S1P mais aussi en favorisant la production de sphingosine et de céramide.

Historiquement, les inhibiteurs des SphKs les plus utilisés sont des analogues de la sphingosine, la

DMS et la DHS. Ces deux composés inhibent la croissance tumorale dans de nombreux modeles et



améliorent I'efficacité de la radiothérapie et d’agents chimiothérapeutiques (Cuvillier, 2007; Cuvillier
et al.,, 2010). Cependant, leur spécificité envers les SphKs est moindre et il a été démontré qu’ils
agissent également sur d’autres kinases comme la PKC, la CerK ou la PI3K (Endo et al., 1991;
Igarashi et al., 1989; Sugiura et al., 2002). La DHS, ou safingol, a néanmoins fait I’objet d’un essai
clinique de phase | en combinaison avec le cisplatine pour le traitement de tumeurs solides de stade
avancé (Dickson et al., 2011). D’autres analogues de la sphingosine ou de la DHS ont été par la suite
développés comme des inhibiteurs des SphKs. Ainsi, le SK1-lI, un analogue soluble de la
sphingosine, a été le premier inhibiteur considéré comme spécifique de la SphK1 (Paugh et al., 2008)
(Table 3). Les premiers inhibiteurs non lipidiques des SphKs ont été identifiés par criblage (French et
al., 2003). Parmi eux, le SKi, non compétitif pour la liaison de I’ATP, inhibe la prolifération et induit
I’apoptose dans de nombreuses lignées cancéreuses (Pchejetski et al., 2008; Pchejetski et al., 2005;
Sauer et al., 2009). Administrable par voie orale, il réduit la croissance tumorale in vivo sans toxicité
évidente pour I’animal (French et al., 2006).

Plus récemment, un inhibiteur considéré comme spécifique de la SphK2, le composé ABC294640,
a été identifié (French et al., 2010). Ce compétiteur du site de liaison de la sphingosine inhibe la
prolifération et la migration in vitro. De plus, il est oralement administrable, et des études chez
I’animal ont mis en évidence qu’il diminue la croissance tumorale en induisant I'autophagie dans des
modeles de cancer du sein et du rein (Beljanski et al., 2010; French et al., 2010).

Plusieurs composés naturels, principalement isolés a partir de micro-organismes bactériens ou
fungiques ont été décrits comme des inhibiteurs des SphKs in vitro (Table 3). Le B-5354c, un
inhibiteur non-compétitif pour la fixation de la sphingosine, ne montre notamment aucune d’activité
envers la PI3K ou la PKC (Kono et al., 2002). Il est capable d’induire une chimiosensibilisation a la
fois in vitro et in vivo dans un modéle de cancer de la prostate (Pchejetski et al., 2008). Le F-12509A
est un inhibiteur compétitif du site de liaison de la sphingosine et induit I'apoptose de cellules

leucémiques chimiorésistantes (Bonhoure et al., 2008; Bonhoure et al., 2006; Kono et al., 2002).

La S1P est une molécule trés attractive et originale pour la thérapie antitumorale, bien que sa
nature lipidique rende son ciblage plus difficile. Néanmoins, des outils trés puissants ont récemment
été développés : il s’agit d’anticorps anti-lipide hautement spécifiques de la S1P (O'Brien et al., 2009;
Visentin et al., 2006). lls fonctionnent comme des « éponges moléculaires » et neutralisent la S1P
circulante dans le sang et les autres compartiments extracellulaires. Deux anticorps anti-S1P ont été
produits a ce jour: le Sphingomab™, un anticorps monoclonal murin, et sa version humanisée, le
sonepcizumab (ANOSEP™). lls inhibent la prolifération cellulaire et la protection de I'apoptose
induites par la S1P, mais également la migration des cellules endothéliales et la formation de
vaisseaux sanguins en réponse au VEGF ou au bFGF (basic Fibroblast Growth Factor),
vraisemblablement en bloquant la transactivation des S1PRs et des récepteurs a ces facteurs de
croissance. De plus, ils inhibent la production de VEGF et des cytokines IL-6 et IL-8 par les cellules

tumorales in vitro (Visentin et al., 2006). Leurs effets anti-angiogéniques et anti-tumoraux ont
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également été décrits in vivo. Le sonepcizumab a fait I'objet d’un essai clinique de phase | pour le

traitement de diverses tumeurs solides, et de phase Il pour les carcinomes rénaux.

De nombreux composés ciblent les S1PRs. En particulier, des antagonistes du S1P; et du S1P,
peuvent étre intéressants dans le traitement du cancer, vu leurs rbles dans la régulation de la
prolifération, de la migration, de I'invasion, de I'angiogenéese, et leurs interactions croisées avec
d’autres récepteurs (cf. 3.1 et 3.3.1.1). Notamment, le VPC23019 est un antagoniste du S1P, et du
S1P; in vitro (Davis et al.,, 2005a). Cependant, l'efficacité thérapeutique antitumorale de tels
antagonistes reste a étre démontrée. Notamment, I'expression ubiquitaire du S1P, et ses rbles dans
la perméabilité vasculaire et le trafic lymphocytaire sont importants a prendre en considération.

Le FTY720 (ou fingolimod) est une pro-drogue analogue de la sphingosine ayant de nombreux
effets anti-tumoraux (Table 3). Il est absorbé par les cellules ou il est phosphorylé en FTY720-
phosphate (FTY720-P) par la SphK2° avant d’étre relargué par des mécanismes peu décrits a ce jour
(Sanchez et al., 2003). Il peut notamment étre pris en charge par le transporteur Spns2, qui permet
I’export de la S1P (Hisano et al., 2011). Le FTY720-P est décrit comme un antagoniste fonctionnel du
S1P,, du S1P;, du S1P, et du S1P;. Il induit rapidement la polyubiquitination, I'endocytose, et la
dégradation du S1P, par le protéasome (Graler and Goetzl, 2004). De facto, il a une action
immunosuppressive : en induisant la dégradation du S1P, dans les lymphocytes, il bloque leur sortie
des organes lymphoides provoquant une lymphopénie (Mandala et al., 2002). Le FTY720 a également
des effets inhibiteurs sur la phospholipase A2 (PLA2), la SphK1, la SPL et la CerS, alors qu’il active la
PP2A (Bandhuvula et al., 2005; Lahiri et al., 2009; Matsuoka et al., 2003; Neviani et al., 2007; Payne
et al., 2007; Vessey et al., 2007). Le FTY720-P a une action inhibitrice sur I’'autotaxine, diminuant les
taux plasmatiques de LPA (van Meeteren et al., 2008). In vivo, le FTY720 induit 'apoptose dans des
cellules de cancer de la prostate, du sein, de la vessie, ou leucémiques. Il réduit également la
vascularisation tumorale, I’angiogenése ou encore le processus métastatique (Azuma et al., 2003a;

Azuma et al., 2003b; Azuma et al., 2002; LaMontagne et al., 2006; Wang et al., 1999b).

3.3.2. Inflammation et immunité
Les rbles des SphKs dans I'inflammation et 'immunité ont été largement étudiés. La plupart des

études se sont concentrées sur la SphK1 et son réle pro-inflammatoire. La SphK1 peut étre induite
de fagon transcriptionnelle ou activée de fagon post-traductionnelle par de nombreuses molécules
pro-inflammatoires comme le TNF-a, I'interleukine IL-1p ou encore I'intérféron-y (Billich et al., 2005;
Snider et al., 2010; Xia et al.,, 1998). De plus, elle module les fonctions de nombreuses cellules
immunitaires au cours de la réponse inflammatoire (Snider et al., 2010). La SphK1 est notamment
impliquée dans la circulation des lymphocytes, la migration des monocytes, le chimiotactisme des
macrophages et des neutrophiles ou encore la dégranulation des mastocytes (Spiegel and Milstien,
2011).

® Le FTY720 peut également étre phosphorylé de facon moindre par la SphK1 (Kharel et al., 2005).
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La régulation de la réponse inflammatoire par la SphK2 est plus controversée. Certaines études
suggeérent qu’elle réduit 'inflammation. Il a été démontré dans un modele de xénogreffe de cancer du
sein que la déficience pour la SphK2 augmente la production de cytokines pro-inflammatoires et la
réduction de I'lL-10, interleukine anti-inflammatoire, coincidant avec une diminution de la croissance
tumorale (Weigert et al., 2009). D’autres études rapportent que I'inhibition pharmacologique de la
SphK2 induit des effets anti-inflammatoires dans des modeéles murins de rectocolite ulcéreuse, de
maladie de Crohn ou d’arthrite inflammatoire (Fitzpatrick et al., 2011; Maines et al., 2008; Maines et
al., 2010), suggérant que la SphK2 ait une action pro-inflammatoire.

La S1P et le S1P, ont été décrits comme reliant I'inflammation intestinale chronique au cancer du
cOlon en déclenchant notamment I’activation du facteur de transcription NF-xB et STAT3 par

I’intermédiaire d’une boucle d’amplification maligne (Lee et al., 2010; Liang et al., 2013).

La voie SphKs/S1P est intimement liée a la fonction des lymphocytes (Spiegel and Milstien, 2011).
L’expression du S1P, par ces cellules est notamment cruciale pour induire ou non leur sortie des
tissus lymphoides (Matloubian et al., 2004). L’expression de CD69 (Cluster of Differenciation 69) par
les thymocytes immatures induit la dégragation du S1P,, les retenant dans le thymus afin d’y étre
sélectionnés. L’augmentation de I’expression du facteur de transcription KLF2 (Kriippel-like Factor 2)
permet de stabiliser celle du S1P,, rendant les lymphocytes T naifs sensibles a la S1P produite par
les cellules périvasculaires entourant le thymus (Takada et al.,, 2011). Les lymphocytes T quittent
alors le thymus et rencontrent I’endothélium vasculaire ou ils répondent a la forte concentration en
S1P et gagnent la circulation sanguine. De fagon similaire, le passage des lymphocytes B dans le
compartiment vasculaire de la moelle osseuse et le sang périphérique dépend de I'expression du
S1P, (Allende et al., 2010).

La sclérose en plaques (SEP) est une maladie auto-immune chronique du systéme nerveux central
caractérisée par la démyélinisation des neurones. Les cellules dendritiques sont des acteurs centraux
des réponses immunitaires et sont impliquées dans le maintien de la tolérance périphérique. Des
cellules dendritiques présentatrices d’antigene anormalement activées sont retrouvées chez des
patients souffrant de SEP, entrainant une perte partielle de I'efficacité de la tolérance immunitaire.
Ceci favorise I'expansion clonale de lymphocytes T activés par réactivité croisée avec des antigénes
du soi dans les nceuds lymphatiques. La nature de I'antigene, les signaux co-stimulateurs et les
cytokines présentes induisent la différenciation en lymphocytes T CD4* auxiliaires (T,), régulateurs
(Treg) OU en lymphocytes T CD8" cytotoxiques. Les cellules autoréactives recirculent dans le sang et
pénétrent la barriere hémato-encéphalique pour envahir le systéme nerveux central, ou ils seront
réactivés, subissent une expansion clonale et différenciés de fagon terminale par les antigénes du soi
présentés par les cellules dendritiques. La présence de lymphocytes autoréactifs T,, cytotoxiques,
ou des plasmocytes (lymphocytes B activés producteurs d’anticorps) dans le systéeme nerveux
central associée a une activation anormale des astrocytes et de la microglie conduisent a une

production importante de cytokines pro-inflammatoires, d’especes réactives de I|'oxygéne,
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d’anticorps du soi et a une forte toxicité cellulaire. Ces processus conduisent a la démyélinisation
neuronale et aux dommages sur les nerfs et la barriere hémato-encéphalique constatés chez les
patients souffrant de SEP (Brinkmann et al., 2010).

Les propriétés immunosuppressives du fingolimod (FTY720) ont été décrites lors d’expériences de
greffes d’organes, I'utilisation de ce composé réduisant les réactions de rejet (Brinkmann et al.,
2010). Le fingolimod réduit le nombre de lymphocytes B et T périphériques en augmentant
notamment leur rétention dans les nceuds lymphatiques (Allende et al., 2010; Chiba et al., 1998;
Graler and Goetzl, 2004; Kabashima et al., 2006; Matloubian et al., 2004). Une dose quotidienne de
0,1-0,3 mg/kg de fingolimod est trés efficace pour inhiber le développement d’encéphalomyélite
auto-immune expérimentale, un modeéle animal de SEP (Brinkmann et al., 2002; Foster et al., 2007).
De nombreuses données ont ainsi suggéré que le fingolimod ait une action bénéfique dans le
traitement de maladies auto-immunes et neurodégénératives. Plusieurs essais cliniques ont alors
évalué I'effet du fingolimod dans la SEP et ont conclu a une efficacité supérieure au traitement
notamment par l'interféron-p1a (Brinkmann et al., 2002). Le fingolimod (Gilenya™) a été approuvé par
les agences américaine Food and Drug Administration (FDA) et européenne du médicament (EMA)
pour le traitement de la SEP. Ses effets secondaires sur le systéme cardiovasculaire, notamment une

bradycardie ou une arythmie, font I’objet d’une surveillance par la FDA et FEMA.

3.3.3. Systeme cardiovasculaire et athérosclérose
L’athérosclérose est une condition inflammatoire chronique caractérisée par I’accumulation

notamment de lipides et de cellules immunitaires sous forme de plaques au niveau de I’endothélium
vasculaire induisant une réduction de la lumiere artérielle et une thrombose aprés rupture de la
plaque. La forte concentration de la S1P circulante, principalement sous forme liée aux HDL (High
Density Lipoprotein), a soulevé son intérét dans la pathogenése de I'athérosclérose (Daum et al.,
2009). La S1P a divers effets sur de nombreux types cellulaires ou des processus impliqués dans le
développement de la maladie. Elle régule par exemple la migration des monocytes, la prolifération
des cellules musculaires lisses, le tonus vasculaire ou la réponse inflammatoire, comme vu
précédemment (Maceyka et al., 2012). Cependant, les effets de la S1P dans I'athérosclérose sont
complexes. Il apparait qu’une signalisation médiée par le NF-xB et le S1P,; antagoniserait une autre
voie impliquant le S1P,. Les souris double KO APOE” (Apolipoprotein E)/ S1P3" ne présentent pas
de diminution de lésions athérosclérotiques ni du contenu lipidique aortique, mais une réduction
significative de la présence de macrophages et de cellules musculaires lisses (Keul et al., 2011).
L’inhibition pharmacologique ou la déplétion génique du S1P, dans des souris APOE" atténue la
formation de lésions athérosclérotiques, ces effets étant imputés a une réduction de la rétention
et/ou de la transmigration des macrophages, et de la production de cytokines pro-inflammatoires
(Skoura et al., 2011; Wang et al., 2010b). De plus, une étude récente a montré que la S1P liée aux
HDL était exclusivement lieé a I'apolipoprotéine M (ApoM), connue pour avoir des effets anti-

athérogéniques (Christoffersen et al., 2011). De fagon intéressante, I'effet vasculoprotecteur de
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I’ApoM passe par la délivrance de S1P au S1P, dans les cellules endothéliales. Le fingolimod réduit
de facon marquée les lésions athérosclérotiques dans des souris APOE” via certainement ses effets

lymphopénique et anti-inflammatoire (Maceyka et al., 2012).

3.3.4. Diabete et obésité
Le métabolisme sphingolipidique est altéré en conditions diabétiques. La stimulation de novo de

céramide est impliquée dans la résistance a I'insuline, alors que I'inhibition de la synthése des
sphingolipides augmente sa sensibilité et prévient I'apparition du diabéte chez le rongeur obése
(Deevska and Nikolova-Karakashian, 2011; Summers, 2010). La réponse inflammatoire dans I'obésité
exacerbe la résistance a I'insuline et le développement du diabéte. Une étude récente a impliqué que
I’activation du TLR4 (Toll-Like Receptor 4) induit une augmentation de la production de céramide via
IKKB (Inhibitor of NF-xB Kinase p) et NF-xB (Holland et al., 2011a). Une autre étude a récemment lié
I’adiponectine, une cytokine produite par les adipocytes, et le métabolisme du céramide dans la
sensibilité a I'insuline (Holland et al., 2011b). L’adiponectine stimule les CDases et la formation de
S1P. Les niveaux plasmatiques de S1P sont élevés dans deux modeles animaux de diabéte de type
1 (diabete induit par la streptozotocine chez le rat et souris diabétique Ins2 Akita) (Fox et al., 2011).
Un antagoniste du S1P, prévient I’établissement du diabéte dans un modéle murin de la maladie
induite par la streptozotocine, et les souris STP2” présentent une faible glycémie, une réduction de
’apoptose des cellules f des ilots de Langerhans du pancréas, et un fort ratio insuline/glucose
(Imasawa et al., 2010). Le glucose induit une augmentation rapide et soutenue de I'activité SphK
dans les ilots de Langerhans qui semble partiellement médier en réponse la croissance des cellules 3
pancréatiques. Les mécanismes moléculaires des rbles de la S1P sur la prolifération et la survie de
ces cellules sont toutefois inconnus a ce jour notamment quant a I'implication des S1PRs ou de

cibles intracellulaires.
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Problématique

Longtemps considérés comme de simples composants structuraux des membranes cellulaires, les
sphingolipides ont émergé comme les représentants d’une nouvelle classe de lipides bioactifs
impliqués dans la régulation de nombreuses fonctions biologiques fondamentales comme la
prolifération et la survie cellulaire, I'apoptose, la migration ou encore la réponse inflammatoire
(Maceyka et al., 2012). Deux métabolites sphingolipidiques, le céramide et la S1P sont largement
impliqués dans le développement tumoral. Le céramide est un médiateur antiprolifératif et pro-
apoptotique, alors que la S1P est un facteur de prolifération et de survie cellulaire. Les effets
opposés de ces deux sphingolipides ont ainsi conduit au concept que la balance entre céramide et
S1P module le devenir cellulaire (Cuvillier et al., 1996). Cet équilibre — appelé biostat céramide/S1P
— est régulé par plusieurs enzymes dont les SphKs qui catalysent la phosphorylation de la
sphingosine, catabolite direct du céramide, en S1P (Cuvillier et al., 2010; Pitson, 2011). La S1P peut
agir de maniere autocrine ou paracrine par l'interaction avec une famille de cing récepteurs couplés
aux protéines G (S1P,_;) pour moduler notamment la prolifération, la survie, la migration et la survie
cellulaire (Chun et al., 2010; Maceyka et al., 2012). Il est également établi que la S1P agit de fagcon
intracellulaire, et I'identification récente de cibles de cette signalisation a dévoilé de nouveaux réles
dans la régulation épigénétique de la transcription (Hait et al., 2009), de I'apoptose ou encore dans la

modulation de la réponse inflammatoire (Alvarez et al., 2010).

De nombreuses études ont montré que la dérégulation de la balance sphingolipidique en faveur de
la S1P favorise I'initiation et la progression tumorale mais également l'invasion et le processus
métastatique (Cuvillier et al., 2010; Ponnusamy et al., 2012; Visentin et al., 2006). Par ailleurs, la
surexpression de la SphK1 dans des fibroblastes induit leur transformation et leur capacité a former
des tumeurs chez la souris scid (Xia et al., 2000). La surexpression de ’ARNm, de la protéine et
’augmentation de I'activité enzymatique de la SphK1 ont été rapportées dans de nombreuses
tumeurs solides dont le cancer de la prostate (Cuvillier et al., 2010). Des travaux réalisés dans mon
équipe d’accueil ont montré l'importance de la voie SphKs/S1P dans I'établissement et le
développement du cancer de la prostate (Cuvillier et al., 2010). Notre équipe a également réalisé une
étude clinique montrant une corrélation entre la surexpression de la SphK1 et I’agressivité du cancer
de la prostate et la récidive aprés prostatectomie (Malavaud et al., 2010). De plus, plusieurs études
montrent une corrélation inverse entre la surexpression de la SphK1 et la survie des patients dans le
glioblastome (Van Brocklyn et al., 2005), le cancer du sein (Ruckhaberle et al., 2008), de I’estomac (Li

et al., 2009) ou encore du cancer du poumon a petites cellules (Song et al., 2011).
La prolifération et la survie des cellules d’un organisme sont régies par le cycle cellulaire. Ce cycle
comprend deux phases de croissance cellulaire (G1 et G2) espacées par une phase de duplication

du matériel génétique (S) et qui aboutissent a une phase de division, la mitose (M).
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La mitose est une succession de phases qui assure la division du génome et des constituants
d’une cellule dite « mere » en deux cellules « filles ». De profonds remodelages de I'architecture
cellulaire sont opérés pour assurer ces fonctions avec parmi eux I'assemblage d’un fuseau mitotique
de microtubules a partir des centrosomes. Les premieres étapes de la mitose — la prophase, la
prométaphase et la métaphase — préparent la séparation du génome de la cellule en deux parties.
En prométaphase, le fuseau mitotique capture les chromosomes au niveau de leurs kinétochores, les
aligne en une plaque métaphasique avant de les séparer en anaphase en deux lots identiques de
chromatides sceurs pour former les futurs noyaux des deux cellules « filles ». Ces processus sont
cruciaux pour la qualité de la ségrégation chromosomique et sont soumis a un point de contréle
mitotique, le Spindle Assembly Checkpoint (SAC) (Musacchio and Salmon, 2007). Une fois le génome
séparé, un anneau contractile vient cliver le cytoplasme en télophase pour former et séparer les deux

cellules « filles » en fin de cytocinese.

La perturbation du processus de ségrégation chromosomique peut conduire a la génération de
cellules « filles » possédant un nombre anormal de chromosomes. L’altération de la diploidie du
caryotype — ou aneuploidie — peut favoriser I’apparition d’instabilité chromosomique (Holland and
Cleveland, 2012). Ces deux notions, aneuploidie et instabilité chromosomique, sont caractéristiques
des cellules cancéreuses et une source de variation génétique contribuant a linitiation et la
prolifération tumorale et a I’adaptation tumorale aux stress environnementaux (hypoxie, inflammation,
stress métabolique) (Holland and Cleveland, 2012; Pihan et al., 2003; Potapova et al., 2013). De plus,
’aneuploidie et l'instabilité chromosomique sont associées a un mauvais pronostic et a une
résistance thérapeutique dans de nombreux cancers (Choi et al., 2009; Heilig et al., 2010; McClelland
et al., 2009; Pihan et al., 2003; Swanton et al., 2009).

Les SphKs sont impliquées dans la régulation de la prolifération et de la survie cellulaire (Maceyka
et al., 2012). Des données de la littérature proposent que les SphKs pourraient moduler la
progression dans la phase G1 du cycle cellulaire par un mécanisme impliquant la protéine p21 (Gao
and Smith, 2011; Hait et al., 2009). Il a également été mis en évidence que les SphKs sont localisées
au niveau des centrosomes au cours de la mitose, suggérant qu’elles puissent participer a la
régulation de ce processus (Gillies et al., 2009). Enfin une récente étude a proposé que la SphK1
intervienne dans la cytocinése mais ces résultats restent a étre confirmés (Kotelevets et al., 2012).

Cependant, le réle des SphKs dans le contrdle de la mitose est a ce jour inexploré.

Mes travaux de thése visent a décrire le rdle des SphKs dans la régulation de la mitose ainsi
que de préciser les mécanismes moléculaires impliqués. Nous nous sommes particulierement
intéressés a I'implication des SphKs dans le contrdle de la progression mitotique ainsi que de la

ségrégation chromosomique et leurs conséquences.
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Résultats expérimentaux
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Matériels et méthodes

1. Lignées et culture cellulaire

La lignée cellulaire HelLa (Henrietta Lacks) est issue d’une métastase d’un adénocarcinome humain
de l'utérus (Gey GO, 1952). Les cellules HelLa ont été cultivées dans du milieu DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium) supplémenté en 10% sérum de veau feetal décomplémenté (SVF).

La lignée RPE1 (Retinal Pigment Epithelial cells) dérive de I'immortalisation de la lignée normale
RPE-340 par l'induction de I'expression de la hTERT (human Telomerase Reverse Transcriptase)
(Bodnar et al., 1998). Pour leur culture, le DMEM 10% SVF a également été supplémenté en Ham’s
F-12 10% SVF (1:1).

La lignée PC-3 dérive d’'une métastase osseuse d’un adénocarcinome prostatique. Elle a été
cultivée dans du RPMI 1640 supplémenté en 10% SVF.

La lignée CAKI-1 a été établie a partir d’'une métastase de peau d’un carcinome a cellules claires.
Elle a également été cultivée dans du RPMI 1640 supplémenté en 10% SVF

La lignée primaire HUVEC (Human Umbilical Vein Endothelial Cell) dérive de I’endothélium veineux
du cordon ombilical. Elles ont été cultivées dans du milieu EBM-2 (Endothelial Basal Medium-2)

supplémenté en facteurs de croissance et 2% SVF et sur des boites de Pétri recouvertes de gélatine.

Toutes les lignées cellulaires ont été maintenues dans une atmosphére humide a 37°C et 5% CO,.

2. Réactifs

Les inhibiteurs de la SphK1 SKi (French et al., 2003) et PF-543 (Schnute et al., 2012), I'inhibiteur de
Cdk1 RO3306 (Vassilev et al., 2006), I'inhibiteur de MEK U0126, ainsi que les inhibiteurs de PI3Ks
LY294002 et wortmaninne ont été fournis par Calbiochem.

Le VPC23019, antagoniste des S1P, et S1P;, a été fourni par Avanti Polar Lipids.

Le JTE-013, antagoniste du S1P,, a été fourni par par Tocris (R&D).

La S1P et la sphingosine ont été fournies par Enzo.

L’anticorps anti-S1P ou Sphingomab™ (LT1002), et I'anticorps de méme isotype contréle (LT1017)
ont été fournis par le Dr. Roger Sabbadini (Lpath) (Visentin et al., 2006).

L’ATP, le nocodazole, le taxol et la thymidine ont été fournis par Sigma.
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3. Anticorps

La table 4 ci-dessous résume les divers anticorps et leurs conditions d’utilisation au cours de cette

étude.

Table 4. Anticorps et conditions d’utilisation

Anticorps

Fournisseur

Conditions d’utilisation

Primaires

Actine Sigma (A3853) Western blot (1:5000)
BubR1 Santa Cruz (sc-47744) Immunofluorescence (1:500)
CREST Hopital de Strasbourg Immunofluorescence (1:500)
Cycline B1 Santa Cruz (sc-245) Western blot (1:1000

Phospho-Erk1/2
Erk1/2

Cell Signaling (#4370)
Cell Signaling (#9102)

Western blot (1:2000
Western blot (1:1000
(
(

RN NN

Flag Sigma (Clone M2) Western blot (1:1000

GFP Abcam (ab290) Western blot (1:5000

HgS1oP Abcam (ab5176) Western blot (1:1000), FACS (1:1000)
Mad?2 Santa Cruz (sc-374131) Immunofluorescence (1:500)

S1P, Novus (NBP1-95141) Western blot (1:10 000)

S1P, Sigma (HPA014307) Western blot (1:1000)

S1P, Abcam (ab74477) Western blot (1:1000)

S1P, Abcam (ab126392) Western blot (1:1000)

S1Pg Abcam (ab92994) Western blot (1:1000)

SphK1 Stuart Pitson Western blot (1:5000)

SphK2 Stuart Pitson Western blot (1:5000)

a-tubuline Santa Cruz (sc-32293) Immunofluorescence (1:1000) , Western blot

(1:5000)

Alexa-488 Jackson Lab Immunofluorescence (1:1000)
Cy3 Jackson Lab Immunofluorescence (1:1000)
Cy5 Jackson Lab Immunofluorescence (1:1000)

HRP (Souris et Lapin)
Texas Red

Biorad
Jackson Lab

Western blot (1:5000)
Immunofluorescence (1:1000)

4. Synchronisation des cellules

Les cellules ont été synchronisées en fin de phase G2 par 10 pM de RO3306 pendant 16h (Vassilev
et al., 2006). Alternativement, les cellules ont été synchronisées en phase S par un double bloc
thymidine comme suit : un premier bloc thymidine 2 mM a été réalisé pendant 16 h, puis les cellules
ont été lavées et relarguées en milieu sans thymidine pendant 8 h avant de subir un second bloc
thymidine 2 mM pendant 16 h supplémentaires. Les cellules ont ensuite été relarguées pendant les
temps indiqués en milieu sans thymidine pour permettre leur progression dans le cycle cellulaire. Les
synchronisations en prométaphase ont été réalisées par un traitement au nocodazole a 0,2 pug/ml
pendant 16h. Pour les synchronisations en métaphase, les cellules ont d’abord subi une

synchronisation en fin de G2 par le RO3306 comme décrit plus haut, et ont ensuite été relarguées en
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présence de I'inhibiteur du protéasome, le MG132 a 2 uM pendant les temps indiqués. Si mentionné,
les cellules ont ensuite été lavées et relarguées pendant les temps indiqués pour permettre leur

progression dans le cycle cellulaire.

5. Transfection d’ARN interférent

Les cellules ont été transfectées de fagon transitoire avec des siRNA dont les séquences sont

indiquées dans la table suivante (Table n°5).

Table 5. Séquence des siBRNA utilisés

ARNmM cible Séquence sens 5’ —3’ Concentration finale utilisée
scramble Eurogentec 20 nM ou 50 nM
SphK1 GGGCAAGGCCUUGCAGCUC 20 nM ou 50 nM
SphK2 CAAGGCAGCUCUACACUCA 20 nM ou 50 nM
GAGACGGGCUGCUCCAUGA
GCUCCUCCAUGGCGAGUUU
CCACUGCCCUCACCUGUCU
S1P, CUCUCUACGCCAAGCAUUA 50 nM
S1P, CUGGUGAACAUCACGCUGA 50 nM
S1Pg GAAGGACCUUGUGGGUGAU 50 nM

Les transfections de siRNA ont été réalisées en utilisant la Lipofectamine® 2000 (Invitrogen) selon
les instructions du fournisseur pendant les temps indiqués. Les cellules ont été ensemencées dans
des boites de Pétri de diametre 100-mm de facon a atteindre 30-50% de confluence 24h apreés. Les
siRNAs ont été dilués en OPTI-MEM sans sérum supplémenté en 5% glutamine (Gibco). La
Lipofectamine® 2000 a également été diluée dans ce méme milieu. Cing minutes apres resuspension
de la Lipofectamine® 2000, elle a été mixée au siRNAs et les solutions ont été incubées pendant 20
min a température ambiante. Aprés ringage au PBS, le milieu des cultures cellulaires a été remplacé
par de 'OPTI-MEM sans sérum supplémenté en 5% glutamine. Les siRNAs ont été ajoutés et le
milieu a été homogénéisé. Les cellules ont ensuite été replacées dans leurs conditions de culture
classiques (37°C, 5% CO,). 6h aprées transfection, 'OPTI-MEM a été lavé et remplacé par le milieu de
culture standard des cellules. L’efficacité de la déplétion a ensuite été évaluée par Western blot 48h

apres transfection.

6. Plasmides et transfection d’ADN plasmidique
Le plasmide GFP-SphK1 a été construit en insérant ’ADN complémentaire de la SphK1 humaine

dans un vecteur pEGFP-C2. Briévement, nous avons isolé le cDNA de la SphK1 en digérant un
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plasmide le contenant (fourni par Dr. Stuart Pitson). L'insert a ensuite été amplifié par PCR en
ajoutant les sites de restriction pour son clonage dans le nouveau plasmide puis séquencé par
Millegen. Le cDNA validé a ensuite été ligué dans un vecteur pEGFP-C2. Les plasmides formés ont a
nouveau été validés par séquencage (Millegen).

Le plasmide GFP-SphK2 a été fourni par GeneCopoeia/OriGene.

Les transfections transitoires d’ADN plasmidique ont été effectuées utilisant le JetPEI (Polyplus
Transfection) selon les instructions du fournisseur. Les cellules ont été ensemencées dans le support
adapté a I'expérience de fagon a atteindre 50-60% de confluence 24h aprés. Pour la transfection, les
plasmides et le JetPEIl ont été resuspendus dans du NaCl 150 mM stérile. Le JetPEIl a été ajouté aux
plasmides puis les solutions ont été vortexées pendant 10 s et incubées 15 min a température
ambiante. Pendant ce temps, le milieu de culture a été renouvelé. Les plasmides ont ensuite été
ajoutés goutte-a-goutte et les milieux homogénéisés avec précaution. Les cellules ont ensuite été
replacées dans leurs conditions de culture classiques (37°C, 5% CO,). L’expression des différentes

protéines codées par les plasmides transfectés a été analysée 48h aprées par Western blot.

7. Western blot

Apres lavages avec du PBS froid, les cellules ont été récupérées par grattage ou, si indiqué, seules
les cellules mitotiques ont été isolées par shake-off. Les cellules sont ensuite centrifugées a 400 x g
pendant 3 min a 4°C. Les culots cellulaires ont ensuite été lysés dans les tampons et les conditions
appropriées. Pour la détermination de I'expression des SphKs, les cellules sont lysées dans un
tampon « SphKs » (Tris/HCI pH 7,4 20 mM, glycérol 20%, p-mercaptoéthanol 1 mM, EDTA 1 mM,
NaF 15 mM, 4-déoxypyrodoxine 0,5 mM, g-glycérophosphate 40 mM, Na;vVO, 1 mM) complémenté

en PMSF 1 mM et en cocktail d’inhibiteurs de protéases 1% (Sigma, #P3840) extemporanément.

Pour I’'analyse de I’'expression des S1PRs, les cellules ont été lysées dans le tampon « S1PR »
(Tris/HCI pH 7,4 50 mM, NaCl 1 M, EDTA 100 mM, EGTA 100 mM, Na,P,0; 15 mM, NaF 20 mM, NP-
40 1%).

Pour le reste des expériences de Western blot, les cellules ont été lysées dans le tampon suivant :
NaCl 120 mM, Tris/HCI pH 7,5 50 mM, NP-40 1%, supplémenté en PMSF 1 mM, cocktail d’inhibition

de protéases 1%, NaF 5 mM et Na;VO, 1 mM extemporanément.

Les lyses ont été effectuées sur roue a 4°C pendant 30 min. Les lysats ont ensuite été centrifugés a
16 000 x g pendant 10 min a 4°C et les surnagents dosés pour leur concentration en protéines en

utilisant le kit « Bio-Rad Protein Assay » (Bio-Rad) basé sur la méthode de Bradford. La lecture de

I’absorbance a 595 nm des échantillons a été effectuée en double et les concentrations en protéines
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ont été déterminées automatiquement par le spectrophotomeétre contre une gamme étalon

d’albumine sérique bovine (BSA, Euromedex).

Les échantillons contenant la méme quantité de protéines ont été complétés avec de tampon de
charge 5X (Tris/HCI pH 6,8 62,5 mM, SDS 2%, glycérol 20%, p-mercaptoéthanol 50 mM, bleu de
bromophénol 0,1%) (1:5, v/v) et dénaturés a 95°C pendant 5 min. Alternativement, pour I’'analyse de
I’expression des S1PRs, les échantillons contenant 80 ug de protéines ont été complétés avec du
Laemmli Sample Buffer 2X (Bio-Rad) (1:1, v/v) et du pS-mercaptoéthanol 5% sans étre dénaturés a
95°C.

Les protéines ont ensuite été séparées sur gel SDS/PAGE a 90 V dans un tampon de migration
(Tris/HCI pH 8,5 25 mM, glycine 250 mM, SDS 0,1%), puis transférées sur des membranes de
nitrocellulose (Amersham) a 250 mA pendant 90 min dans un tampon de transfert (Tris pH 8,1-8,5 48
mM, glycine 39 mM, éthanol 20%). Les membranes ont été saturées pendant 30 min en TBS-Tween
0,1% lait 5% avant d’étre incubées avec les anticorps primaires dirigés contre les protéines d’intérét
(cf. Table 4). Aprés lavages au TBS-Tween 0,1%, les membranes ont ensuite été incubées avec les
anticorps secondaires couplés a I’'HRP (HorseRadish Peroxidase). La révélation a été réalisée par

chimioluminescence a I'aide du kit ECL RevelBlot® Plus (Ozyme).

8. Immunocytochimie

Les cellules ont été cultivées sur des lamelles en verre puis fixées 5 min en méthanol a -20°C ou 20
min en paraformaldéhyde (PFA) a température ambiante selon les expériences. Si mentionné, les
cellules ont été soumises a un traitement de pré-extraction avant la fixation en Cytoskeleton Buffer
(CB 2X: PIPES 20 mM, NaCl 300 mM, EGTA 10 mM, Glucose 10 mM, MgCl, 10 mM) - Triton X-100
0,5% pendant 1 min. Apres fixation, les cellules ont été perméabilisées pendant 10 min en CB—
Triton X-100 0,2% puis saturées pendant 30 min en CB—Triton X-100 0,02%, SVF 2%. Les cellules
ont ensuite été incubées pendant 1 h avec les anticorps primaires dilués en CB—Triton X-100 0,02%,
SVF 2%, lavées, puis incubées avec les anticorps secondaires couplés a des fluorochromes pendant
1 h supplémentaire. Si nécessaire, les cellules ont été brievement incubées avec du 4,6-diamidino-2-
phenylindole (DAPI) 300 nM pour marquer ’ADN avant d’étre montées sur lame en présence de

milieu de montage (Dako).

9. Microscopie confocale et vidéomicroscopie
L’acquisition des images a été effectuée sur un microscope confocal laser FV1000 (Olympus)
équipé d’un objectif 60X/1,4. Si mentionné, des acquisitions en z ont été réalisées avec un pas de 0,3

pgm pour imager toute la hauteur de la cellule.

Pour les expériences de vidéomicroscopie, les cellules ont été ensemencées dans une chambre de

culture Lab-Tek Il en plastique placée dans une enceinte humide maintenue a 37°C et 5% CO,
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montée sur le microscope. Les acquisitions ont été réalisées sur un microscope inversé DMIRB
(Leica) équipé d’une caméra CoolSnap HQ?. Les chambres Lab-Tek Il contenant les cellules ont été
placées dans une enceinte maintenue a 37°C et 5% CO, équipée sur le microscope. Les acquisitions

ont été réalisées en lumiére transmise ou également dans le canal GFP toutes les 2 min pendant 12h.

10. Dosage de I'activité enzymatique sphingosine kinase
Le principe du dosage de I'activité enzymatique sphingosine kinase repose sur la quantification de

la production de S1P radiomarquée ([ySZP]S1 P) produite selon I’équation de réaction [1].

+SphKs
+MgCly

1] sphingosine + ATP + [y*’P]ATP 223 S1P + [y*°P]S1P + ADP
La [ySZP]S1P produite est séparée par chromatographie sur couche mince puis révélée par

autoradiographie et quantifiée par un compteur a scintillation (Olivera and Spiegel, 1998).

Aprés lavages avec du PBS froid, les cellules ont été récupérées par grattage. Les cellules sont
ensuite centrifugées a 400 x g pendant 3 min a 4°C. Les culots cellulaires ont été lysés dans le
tampon « SphKs » complet décrit précédemment en effectuant cing cycles de congélation dans
I’azote liquide—décongélation en eau a température ambiante—vortex. Les lysats ont ensuite été
centrifugés a 16 000 x g pendant 20 min a 4°C et les surnagents dosés pour leur concentration en

protéines comme décrit précédemment.

La réaction enzymatique a été réalisée en présence de 150 pg de protéines de lysat cellulaire, 10 pl

de sphingosine a 50 mM (concentration finale : 1 mM) et 10 pl d’un mélange d’ATP a 200 mM en
HEPES, d’ [y32P]ATP a 1 pCi (Perkin Elmer) et de MgCl, 400 mM dans un volume final de 180 pl. Le
volume d’[y*P]ATP a prélever dépend de son activité. L’activité de I'[y**P]ATP a été déterminée au

jour de I’expérience a I'aide de la table de décroissance du *°P (t1/232P = 14,3 jours) fournie par Perkin

Elmer et le volume a prélever a été calculé pour obtenir une activité d’1 pCi par condition.

Le dosage spécifique de I'activité SphK1 versus I'activité SphK2 et vice versa est assurée par les
conditions expérimentales de la préparation de la sphingosine (Liu et al., 2000). Aprés prélévement
du volume adéquat de sphingosine dissoute en éthanol, et évaporation de I’éthanol sous sorbonne,
la sphingosine a été reprise en Triton X-100 5% pour le dosage de I'activité enzymatique de la
SphK1, ou en BSA 100 mg/ml pour le dosage de I'activité de la SphK2, puis soniquée pendant 5 min.
Dans le cas du dosage de 'activité de la SphK2, nous avons ajouté du KCI (concentration finale : 1M)

au milieu réactionnel pour inhiber la SphK1.
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La réaction enzymatique a été effectuée a 37°C pendant 30 min puis arrétée par I'ajout de 20 pl

d’HCI 1 N et de 800 pl de CHCI,/CH;OH/HCI (100:200:1). La séparation de la phase organique
contenant la [ySZP]S1P a été réalisée par I'addition de 240 pl de CHCI; et 240 pl de KCI 2 N, puis un

vortex et une centrifugation a 600 x g pendant 10 min. La phase organique inférieure contenant la

[y*P]S1P a été récupérée et évaporée sur la nuit.

Apres évaporation, les échantillons ont été repris dans 40 pl de CHCI;/CH;0H (2:1) et déposés sur
des plaques de silice G60 (VWR). La chromatographie sur couche mince a été réalisée en plagant les
plaques dans une cuve saturée en solution éluante (SphK1 : 1-butanol/méthanol/acide acétique/eau
distillée ; 80:20:10:20 — SphK2 : CHCI,/acétone/méthanol/acide acétique/eau distillée ; 10:4:3:2:1)
pendant 3 h. Les plaques ont ensuite été séchées puis autoradiographiées sur la nuit.
L’autoradiographie a permis de déterminer la position de la [ySQP]S1P sur la plague et sa
récupération par grattage de la silice. La radioactivité correspondante a chaque échantillon a ensuite
été quantifiée par un compteur a scintillation en présence de liquide a scintillation. Un échantillon
dépourvu d’[y*2P]ATP a été préparé pour servir de blanc, et un aliquot de source d’[y*P]ATP a été

compté pour déterminer son activité spécifique comme décrit plus bas.

L’activité enzymatique sphingosine kinase est exprimée en picomoles de [y32P]81P formées par

milligramme de protéines et par minute de réaction.
Soit I’équation de réaction [1] :

+SphKs

1 sphingosine + ATP + [y*?P]ATP 5% S1p + [y*2P|S1P + ADP
(1] 8

Pour calculer la quantité de matiére de [y32P]81P générée, il faut d’abord déterminer I'activité

spécifique de I’[ySZP]ATP, notée Aspec[yggp] Elle correspond au nombre de désintégrations du p

ATP’

par unité de temps et par unité de quantité de matiére. Ici, elle a été déterminée par I’équation [2].

Cpm[yszP]ATP

nATp

Aspcc [VBQP]ATP =

ASpcc[y32P]ATP : activité spécifique de l'[ngP]ATP (Ci x pmol_l)
cpm[y32P]ATP : nombre de désintégrations de 1'[y*™P]ATP par min (Ci)

nprp : quantité de matiere d'ATP froid (pmol)
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La quantité de matiere de [ySZP]S1P formée correspond a la différence entre la quantité de
radioactivité mesurée dans la silice grattée et la quantité de radioactivité du blanc divisée par

Iactivité spécifique de I'[y**P]ATP comme décrit dans I'équation [3)].

3]

CPIy3p]are T PMblanc

"[y32p]s1p = A

spec [VBZP]ATP

n[yszp]51p : quantité de matieére de [y32P]SlP générée (pmol)
cpm[y:nP]ATP : nombre de désintégrations de 1'[y*™P]ATP par min (Ci)
cpm,, : nombre de désintégrations du blanc par min (Ci)

ASPCC[y32P]ATP : activité spécifique de l'[yBZP]ATP (Ci x pmol_l)

Ainsi, I'activité enzymatique sphingosine kinase, notée Ag«, est déterminée par I'’équation [4]. Pour
rappel, elle est exprimée en picomoles de [ySZP]S1P formées par milligramme de protéines et par

minute de réaction.

(4] 1000
y*p]sip X
SphK = tT'
ASM : activité sphingosine kinase (pmol x mg!x min™)

n[y32P]SlP : quantité de matiere de [y**P|S1P générée (pmol)

m : masse de protéines utilisé pour la réaction (pg)
t, : durée de la réaction enzymatique (min)

11. RT-PCR quantitative

Les ARNSs totaux ont été extraits a partir de culots cellulaires a 'aide du kit RNeasy (Qiagen) selon
le protocole du fournisseur. La concentration et la pureté des ARN ont été déterminées en mesurant
I’'absorbance a 260 nm et 280 nm par un NanoDrop (Thermo). Les cDNA ont été synthétisés par la
réaction de transcription inverse a partir d’ 1 uyg d’ARN total a I'aide du kit Superscript Ill First-Strand
Synthesis System (Invitrogen) selon le protocole fourni. La PCR quantitative a ensuite été réalisée sur
un thermocycleur ABIPrism 7500 (Applied Biosystems) a I’aide du kit MESA Green gPCR MasterMix
Plus (Eurogentech) selon le protocole du fabricant et a partir des couples d’amorces spécifiques des
génes ciblés (cf. Table 6). Les génes de ménage utilisés sont TARNPOLIl et YWHAZ. La réaction a

été réalisée par une dénaturation initiale de 10 min a 95°C, suivie de 40 cycles de 15 s de
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dénaturation a 95°C et de 60 s d’hybridation spécifique—élongation a 60°C. Les résultats ont été

analysés par la méthode des ACt et a I'aide de I'algorithme Genorm (Biogazelle).

Table 6. Séquence des amorces utilisées

Cible Séquence sens 5’ —3’ Séquence anti sens 5’ —3’
S1P; AAATTCCACCGACCCATGTA AGTTATTGCTCCCGTTGTGG
S1P, CACCTGGCGGTACAAAGAAT GTCAAGTGGCAGCTGATGAA
S1Pg GCTTCAGGAAATGGAAGCTG TCAGGATGCTGTGAAACTGC
S1P, CTGCTCTTCACCGCCCTGGC GAAGCCGTAGACGCGGCTGG
S1Pg GTGAGGTGGGAGCCATAGAA TTGGCTGAGTCTCCCAGAGT
ARN Pol Il GCACCACGTCCAATGACAT GTGCGGCTGCTTCCATAA
YWHAZ ACTTTTGGTACATTGTGGCTTCAA CCGCCAGGACAAACCAGTAT

12. Cytométrie de flux

Les cellules ont été récupérées par trypsinisation et comptées. 5x10° cellules ont été centrifugées
a 400 x g pendant 3 min a 4°C. Les culots ont ensuite été suspendus dans 250 pl de PBS puis 750 pl
d’éthanol a 4°C ont été ajoutés goutte-a-goutte sous agitation. Les cellules ont ainsi été fixées
pendant 16h a -20°C. Les culots ont été centrifugés a 400 x g pendant 3 min a 4°C et réhydratés par
deux cycles de lavage au PBS-BSA 1% et centrifugation a 400 x g pendant 3 min a 4°C. Pour
limmunomarquage de la phosphorylation de I'histone H3 sur la S10, les cellules ont été
perméabilisées 5 min en PBS-Triton X-100 0,25% a 4°C et centrifugées a 400 x g pendant 3 min &
4°C. Les culots ont ensuite été incubés avec I'anticorps primaire anti-H3S10P (Abcam, 1:1000) dilué
dans 50 pl de PBS-BSA 1% sous agitation pendant 1h a température ambiante puis lavés avec 1 ml
de PBS-BSA 1% et centrifugés a 400 x g pendant 3 min a 4°C. Les cellules ont été par la suite
incubées avec I'anticorps secondaire (1:1000) dilué dans 50 pl de PBS-BSA 1% sous agitation et a
I’'obscurité pendant 1h a température ambiante puis lavées avec 1 ml de PBS-BSA 1% et centrifugés
a 400 x g pendant 3 min a 4°C. Pour marquer ’ADN, les cellules ont ensuite été récupérées dans 1

ml de PBS-RNase 1mg/ml et marquées a I'iodure de propidium 10 pg/ml pendant 30 min a 37°C.

Les cellules ont ensuite été analysées par cytométrie de flux sur un FACSCalibur (BD Biosciences).
Brievement, la répartition des cellules dans le cycle cellulaire a été évaluée en mesurant la
fluorescence de I'iodure de propidium et du marquage de la phosphorylation de I’histone H3 sur la
S10.
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13. Analyse statistique
Les analyses statistiques des résultats ont été réalisées a I'aide du logiciel Prism 5 (GraphPad

Software). A chaque fois, le test a été adapté a la nature des données a analyser (test de Student ou

ANOVA). Le test utilisé est indiqué avec le degré de significativité (ns, non significatif : p>0,05; *:

p<0,05; **: p<0,01 ; *** : p<0,001).
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Résultats

1. Localisation intracellulaire des SphKs en mitose
Les travaux de Gillies et al. montrent que les SphKs sont retrouvées au niveau des centrosomes
dans des cellules mitotiques (Gillies et al., 2009). Nous avons voulu dans un premier temps

approfondir I’étude de la localisation intracellulaire des SphKs au cours de la mitose.

Nous avons réalisé des expériences d’immunocytochimie pour détecter la distribution des SphKs
endogenes dans des cellules HelLa en mitose. Nos résultats montrent que les SphKs sont localisées
en périphérie des centrosomes et du fuseau mitotique deés les étapes précoces de la mitose (Figures
20A et B). En anaphase, les SphKs sont retrouvées au niveau du fuseau central. Enfin, en cytocinése,
elles sont localisées au niveau du corps intermédiaire (ou midbody). La distribution des protéines de
fusion GFP-SphKs surexprimées dans des cellules mitotiques est similaire a celle des protéines

endogénes (Figures 20C et D).

Ces données suggérent que les SphKs soient associées au fuseau mitotique au cours de la mitose
et qu’elles peuvent ainsi avoir une fonction en mitose en régulant son assemblage et/ou sa fonction.

Nous avons donc investigué le réle des SphKs au cours de la mitose.

2. La surexpression des SphKs réduit la durée de la prométaphase

Nous avons dans un premier temps évalué I'effet de la surexpression des SphKs sur la proportion
de cellules en mitose dans une population cellulaire en culture. Cette proportion est appelée index
mitotique. La surexpression des SphKs a été validée par Western blot (Figure 21A). De plus, nous
avons mesuré I'activité des SphKs dans nos échantillons. La surexpression des SphKs entraine une
forte augmentation de leur activité kinase, de 60 a 80 fois dans des cellules Hela, indiquant que les
plasmides transfectés codent pour des protéines pleinement actives (Figure 21B). Pour le calcul de
I'index mitotique, des cellules HelLa asynchrones ont été transfectées pendant 48h avec des
plasmides codant pour la GFP seule ou les GFP-SphKs puis ont été fixées. Un marquage de ’ADN
au DAPI et des microtubules par immunofluorescence a I'aide d’un anticorps anti-a-tubuline nous a
permis de discriminer les cellules en interphase des cellules en mitose. Pour cette analyse, seules les
cellules positives a la GFP ont été comptabilisées. Nous avons mesuré que dans une population
controle (GFP) asynchrone de cellules Hela, environ 11% sont en mitose (10,9 = 0,9 %). La
surexpression de la GFP-SphK1 ou de la GFP-SphK2 dans des cellules HelLa asynchrones réduit
significativement de prées de 40% I'index mitotique (6,4 + 0,9 % et 6,9 +1,3 % respectivement)

(Figure 21C).
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Figure 20. Localisation intracellulaire des SphKs en mitose.

(A) Images représentatives de la détection de la SphK1 endogéne (vert) et de I’ a-tubuline (rouge)
dans des cellules HelLa par immunofluorescence. Les encarts montrent une zone agrandie de
I'image. Barre d’échelle : 10 pym. (B) Images représentatives de la détection de la SphK2 endogéne
(vert) et de I’ a-tubuline (rouge) dans des cellules HelLa par immunofluorescence. Barre d’échelle : 10
pm. (C) et (D) Images représentatives de la localisation des protéines de fusion GFP-SphK1 (C) et
GFP-SphK2 (D) dans des cellules HeLa par immunofluorescence. Les cellules ont été transfectées
pendant 48h par des plasmides codant pour la GFP seule ou les GFP-SphKs puis fixées et analysées
par immunocytochimie. Barre d’échelle : 10 pm.
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Nous avons cherché a reproduire nos résultats dans une autre lignée cellulaire pour vérifier que
I’effet observé ne dépend pas des cellules utilisées. Nous avons donc utilisé, et ce tout au long de
notre étude en complément des cellules Hela, la lignée RPE1 qui est un autre modeéle canonique de
la mitose. Cette lignée, dérivant de I'épithélium pigmenté de la rétine humaine, présente notamment
I'intérét de ne pas étre cancéreuse. Nous avons donc transfecté des cellules RPE1 pendant 48h avec
les plasmides codant pour la GFP ou les GFP-SphKs puis avons déterminé I'index mitotique de ces
populations asynchrones comme précédemment. Nos résultats indiquent que, de fagon similaire a ce
que nous avons observé dans la lignée Hela, la surexpression des SphKs dans des cellules RPE1
réduit significativement I'index mitotique en comparaison avec la population contréle (données non

montrées).

De fagon similaire, nous avons également évalué la variation de l'index mitotique dans une
population cellulaire HelLa enrichie en mitose par une synchronisation au nocodazole. Le nocodazole
est un poison du fuseau mitotique qui inhibe la polymérisation des microtubules (Jordan and Wilson,
2004). Ainsi, il prévient I'établissement du fuseau mitotique et bloque les cellules en mitose suite a
I’activation soutenue du SAC. Nous avons donc traité des cellules HelLa surexprimant la GFP ou les
GFP-SphKs par le nocodazole (0,2 pyg/ml) pendant 16h et avons déterminé les index mitotiques.
Alors que plus de 60% des cellules contréles (GFP) sont retrouvées en mitose aprés le traitement
(62,9 = 1,4 %), ce pourcentage est réduit de plus de 30% pour les cellules surexprimant la GFP-
SphK1 (44,7 £ 1,5 %) ou la GFP-SphK2 (41,3 + 1,8 %) (Figure 21D). De méme, ces données ont été

confirmées dans la lignée RPE1 (données non montrées).

Ces résultats indiquent donc que la surexpression des SphKs réduit la proportion de cellules en
mitose. Ceci peut s’expliquer par plusieurs hypothéses. Premiérement, suite a cette surexpression, la
durée de la mitose peut étre réduite. Deuxiemement, la progression dans les autres phases (G1, S ou
G2) peut étre affectée, arrétant ainsi les cellules dans le cycle cellulaire. Troisiemement, ceci peut
résulter d’'une altération de I'entrée des cellules en mitose en conséquence notamment de |'activation
d’un des points de contrble interphasiques. Enfin, ceci peut s’expliquer par I'induction de la mort des
cellules au cours de la mitose. Toutes ces hypothéses aboutissent a la diminution du nombre de

cellules dans une population cellulaire, c’est-a-dire donc a une baisse de I'index mitotique.
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Figure 21. La surexpression des SphKs réduit I'index mitotique.

(A) Validation de la surexpression de la GFP ou des protéines de fusion GFP-SphKs par Western blot
apres 48h de transfection avec les différents plasmides dans des cellules Hela. Le résultat présenté
est représentatif de trois expériences indépendantes. Les poids moléculaires sont indiqués en kDa.
(B) Mesure de l'activité kinase de la SphK1 et de la SphK2 dans des cellules Hela. Les cellules ont
été transfectées pendant 48h avant la mesure de I'activité kinase des SphKs. Les résultats sont
exprimés en pourcentage par rapport a l'activité contréle (GFP) normalisée a 100%. Les films
d’autoradiographie représentant la quantité de S1P radiomarquée formée au cours du test d’activité
kinase sont également montrés. Les histogrammes représentent la moyenne + SEM de trois
expériences indépendantes. ***, p<0,001 (test de Student).

(C) Mesure de I'index mitotique dans des cellules HelLa asynchrones surexprimant la GFP seule ou
les GFP-SphKs. Les cellules ont été transfectées pendant 48h par les différents plasmides puis fixées
et analysées par immunocytochimie. Seules les cellules positives pour la GFP ont été analysées. Les
histogrammes représentent la moyenne + SEM de quatre expériences indépendantes (GFP, n = 2490
cellules analysées ; GFP-SphK1, n = 2505 ; GFP-SphK2, n = 2610). **, p<0,01 ; ***, p<0,001 (ANOVA).
(D) Mesure de I'index mitotique dans des cellules HelLa surexprimant la GFP seule ou les GFP-SphKs
traitées au nocodazole. Les cellules ont été transfectées pendant 48h par les différents plasmides
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puis traitées pendant 16h au nocodazole (0,2 pg/ml) avant I’évaluation de I'index mitotique. Seules
les cellules positives pour la GFP ont été analysées. Les histogrammes représentent la moyenne +
SEM de quatre expériences indépendantes (GFP, n = 2634 ; GFP-SphK1, n = 2652 ; GFP-SphK2, n =
2605). ***, p<0,001 (ANOVA).

Nous avons déterminé si la surexpression des SphKs module la durée de la mitose. Pour cela,
nous avons réalisé des expériences de vidéomicroscopie sur des cellules asynchrones surexprimant
de fagon transitoire la GFP seule ou des protéines de fusion GFP-SphKs. Les acquisitions ont été
réalisées toutes les deux minutes pour limiter la phototoxicité tout en étant suffisamment précis pour
mesurer la durée de la mitose. Nous avons calculé la durée entre deux événements mitotiques
clairement identifiables : la rupture de I'enveloppe nucléaire (NEB) et la séparation des deux lots de
chromatides sceurs marquant le début de I'anaphase. Cet intervalle correspond a la durée de la
prométaphase et de la métaphase. Il est peu aisé de dissocier la fin de la prométaphase du début de
la métaphase, surtout en vidéomicroscopie. En effet, la métaphase correspond a I'instant subtil ou
tous les chromosomes sont alignés dans la plaque métaphasique. A ce moment, le SAC est inactivé,
les protéines assurant la cohésion des chromatides sceurs sont dégradées et les cellules entrent en
anaphase. Ces événements étant extrémement rapides, la durée de la métaphase est quasiment
négligeable en comparaison avec celle de la prométaphase. C’est pour cela que nous avons choisi
de décrire pour la suite la durée NEB—anaphase comme correspondant a celle de la prométaphase

seulement.

La durée moyenne entre le NEB et I’'entrée en anaphase dans des cellules HelLa contrbles (GFP) est
de 64,5 £ 3,1 min. Dans des cellules surexprimant la GFP-SphK1 ou la GFP-SphK2, cette durée est
significativement réduite de prés de 30% (48,6 + 2,4 min et 41,2 + 2,4 min respectivement) (Figures
22A et B). De méme, alors que la durée moyenne NEB—anaphase est de 20,5 + 0,6 min pour une
population de RPE1 contrble (GFP), on observe qu’elle diminue significativement d’environ 20% chez
des cellules surexprimant la GFP-SphK1 ou la GFP-SphK2 (16,5 + 0,5 min et 17 + 0,5 min
respectivement) (Figure 22C). De fagon importante, aucune mort en mitose n’a été observée au cours

des expériences de vidéomicroscopie.

La cycline B1 est accumulée en G2 dans les cellules ou elle s’associe a Cdk1 pour réguler I'entrée
en mitose. Elle doit étre dégradée par le protéasome a la transition métaphase-anaphase pour
permettre 'achévement de la mitose. Nous avons évalué par Western blot les niveaux de cycline B1
dans des cellules HelLa surexprimant de fagon transitoire la GFP ou la GFP-SphK1 au cours de la
mitose. Pour cela, les cellules ont d’abord été synchronisées a la transition G2/M par un traitement
au RO3306, un inhibiteur de Cdk1, puis relarguées en mitose et récupérées a différents temps. Dans
les cellules contréles, la cycline B1 s’accumule au cours des premiers temps de relargage, atteignant
un pic maximal d’expression 60 min apres relargage, puis son taux diminue. En revanche,

I’expression de la cycline B1 apparait réduite d’environ 30% dans des cellules surexprimant la GFP-
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SphK1 (Figure 22D). De plus, cette expression est maximale dés 30 min et diminue précocement,
entre 30 et 60 min de relargage (Figure 22D). Ainsi, ces données suggérent que ces cellules entrent
plus rapidement en anaphase, ce qui concorde avec le fait que la durée de leur prométaphase est

plus courte (Figures 22A—C).

Figure 22. La surexpression des SphKs raccourcit la durée de la prométaphase.

(A) Images issues de vidéomicroscopie prises toutes les deux minutes représentant le déroulement
de la mitose de cellules HelLa asynchrones surexprimant la GFP seule ou les GFP-SphKs 48h apres
transfection par les différents plasmides (lumiére transmise). Les temps indiqués représentent la
durée depuis le NEB (min). Barre d’échelle : 10 pm.
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(B) Analyse quantitative de la durée NEB—anaphase dans des cellules HelLa asynchrones. Les
cellules ont été transfectées par les différents plasmides pendant 48h avant les expériences de
vidéomicroscopie. Seules les cellules positives pour la GFP ont été analysées. Les histogrammes
représentent la moyenne + SEM de deux expériences indépendantes (GFP, n = 152 cellules
analysées ; GFP-SphK1, n = 180 ; GFP-SphK2, n = 170). ***, p<0,001 (ANOVA).

(C) La surexpression des GFP-SphKs réduit significativement la durée NEB—anaphase dans des
cellules RPE1 asynchrones. Les cellules ont été transfectées pendant 48h avant les expériences de
vidéomicroscopie. Les histogrammes représentent la moyenne + SEM de trois expériences
indépendantes (GFP, n = 139 ; GFP-SphK1, n = 138 ; GFP-SphK2, n = 128). ***, p<0,001 (ANOVA).
(D) Mesure de I'expression de la cycline B1 par Western blot. Les cellules HeLa surexprimant la GFP
ou la GFP-SphK1 depuis 48h ont été synchronisées a la transition G2/M par le RO3306 puis
relarguées en mitose pendant les temps indiqués (min). Le graphe représente les ratios cycline
B1/actine normalisés par rapport au temps 0. Le résultat d’une expérience représentative parmi trois
indépendantes est représenté.

Nos résultats montrent donc que la surexpression des SphKs induit un raccourcissement de la
durée de la prométaphase qui s’accompagne d’une diminution plus rapide de I'expression de la
cycline B1. Le mutant G82D de la SphK1 est décrit comme non activable (Pitson et al., 2000b). En
effet, sa surexpression n’induit pas d’augmentation de I'activité kinase de la SphK1 dans des cellules
Hela (Figures 23A et B) De facon intéressante, la surexpression du mutant SphK1%%° ne module pas
la durée de la prométaphase dans la lignée Hela, suggérant que I’activité catalytique des SphKs est

importante pour cette régulation (Figure 23C).

Figure 23. Le mutant catalytiquement inactif de la SphK1 ne module pas la durée de la
prométaphase.

(A) Validation de la surexpression du mutant Flag-SphK12° par Western blot dans les cellules Hela.
Les poids moléculaires sont indiqués en kDa.

(B) Mesure de l'activité kinase de la SphK1 dans des cellules HelLa contréles (pcDNA3) ou
surexprimant le mutant Flag-SphK1%%°, Les cellules ont été transfectées pendant 48h par les
différents plasmides avant la mesure de I'activité kinase de la SphK1. Les films d’autoradiographie
représentant la quantité de S1P radiomarquée formée au cours du test d’activité kinase sont
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également montrés. Les histogrammes représentent la moyenne + SEM de deux expériences
indépendantes. ns (non significatif), p>0,05 (test de Student).

(C) Quantification de la durée NEB—anaphase dans des cellules HelLa asynchrones contrbles
(pcDNA3) ou surexprimant le mutant Flag-SphK1%°, Les cellules ont été transfectées pendant 48h
avec les différents plasmides avant les expériences de vidéomicroscopie. Les histogrammes
représentent la moyenne + SEM de deux expériences indépendantes (pcDNA3, n = 100; Flag-
SphK1%2P n = 100). ns (non significatif), p>0,05 (test de Student).

3. La déplétion des SphKs prolonge la durée de la prométaphase

Nous avons ensuite évalué l'effet de la déplétion des SphKs sur le déroulement de la mitose.
L’efficacité et la spécificité des siRNAs ont été vérifiées dans les lignées HelLa et RPE1 par Western
blot aprés 48h de déplétion (Figures 24A et 25A respectivement). Chaque siRNA induit une déplétion
a minima de prés de 80% de la protéine correspondance. De plus, aucune réaction croisée n’est
observée : le siRNA dirigé contre ’ARNm de la SphK1 (siSphK1) ne dépléte que la SphK1 et n’affecte
pas la SphK2, et de fagon inverse, le siSphK2 ne module pas I'expression de la SphK1 (Figures 24A
et 25A).

Nous avons déterminé I'effet de ces déplétions sur I'index mitotique de populations de cellules
HelLa ou RPE1 asynchrones. Dans ces deux lignées, la déplétion de la SphK1 ou de la SphK2 induit
une augmentation du pourcentage de cellules en mitose (Figures 24B et 25B). Ceci peut notamment
étre d0 a un arrét de la progression en mitose. Pour vérifier cela, nous avons déterminé comme
précédemment la durée entre le NEB et I'entrée en anaphase lors de la mitose de populations
cellulaires Hela asynchrones non transfectées (NT), transfectées avec un siRNA contréle (scramble)
ou déplétées pour la SphK1 ou la SphK2 (Figure 24C). Les durées moyennes entre NEB et anaphase
des cellules non transfectées et contréles sont similaires (60,2 + 1,9 min et 61,4 + 5,1 min
respectivement). En revanche, pour les cellules déplétées pour la SphK1 ou la SphK2, cette durée est
significativement augmentée de plus de 80% (108,5 + 8 min et 109,9 + 8,7 min respectivement). De
facon intéressante, la déplétion des deux SphKs rallonge également la durée NEB—anaphase (104,7
+ 3 min) mais n’entraine pas d’effet additif. Ces résultats ont été reproduits dans la lignée RPE1

(Figure 25C).

Nous avons également mesuré les taux d’expression de la cycline B1 en mitose dans des cellules
HelLa transfectées par un siRNA contréle (scramble) ou déplétées pour la SphK1. Comme
précédemment, les cellules ont été synchronisées a la transition G2/M a I'aide du RO3306 puis
relarguées en mitose et récupérées a différents temps de relargage. Dans les cellules contréles, la
cycline B1 s’accumule et son expression décroit a partir de 60 min de relargage, ce qui correspond
au temps moyen d’entrée en anaphase de ces cellules (Figures 24C et D). En revanche, I’expression
de la cycline B1 ne décline qu’a partir de 90 min dans les cellules déplétées pour la SphK1, ce qui

concorde avec le timing de leur entrée en anaphase (Figures 24C et D).

Ces données indiquent donc que la déplétion des SphKs induit un allongement de la durée de la

prométaphase.
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Figure 24. La déplétion des SphKs prolonge la durée de la prométaphase dans des cellules HelLa.
(A) Validation de la déplétion par siRNA des SphKs. Les cellules ont été transfectées pendant 48h
avec les différents siRNAs scramble (contréle), dirigé contre '’ARNm de la SphK1 (siSphK1) ou de la
SphK2 (SphK2), ou siSphK1+siSphK2 (concentration finale : 50 nM) et I'expression des SphKs a été
mesurée par Western blot. Le résultat présenté ici est représentatif de trois expériences
indépendantes.

(B) Mesure de I'index mitotique dans des cellules HeLa asynchrones déplétées ou non pour les
SphKs. Les cellules ont été transfectées pendant 48h avec les différents siRNAs avant I’évaluation de
I'index mitotique comme décrit précédemment. Les histogrammes représentent la moyenne + SEM
de trois expériences indépendantes (scramble, n = 1987 ; siSphK1, n = 2107 ; siSphK2, n = 2123). *,
p<0,05 ; **, p<0,01 (ANOVA).

(C) Quantification de la durée de la prométaphase dans des cellules HelLa asynchrones déplétées ou
non pour les SphKs. Les cellules ont été transfectées pendant 48h avec les différents siRNAs avant
les expériences de vidéomicroscopie. Les histogrammes représentent la moyenne + SEM de trois
expériences indépendantes (non transfectées (NT), n = 100 ; scramble, n = 111 ; siSphK1, n = 78 ;
siSphK2, n = 94 ; siSphK1+2, n = 100). ns (non significatif), p>0,05 ; ***, p<0,001 (ANOVA).

(D) Mesure de I'expression de la cycline B1 par Western blot dans des cellules HelLa déplétées ou
non pour la SphK1. Les cellules transfectées pendant 48h avec les différents siRNAs ont été
synchronisées a la transition G2/M par le RO3306 puis relarguées en mitose pendant les temps
indiqués (min). Le graphe représente les ratios cycline B1/actine normalisés par rapport au temps 0.
Le résultat d’'une expérience représentative parmi trois indépendantes est représenté.
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Figure 25. La déplétion des SphKs prolonge la durée de la prométaphase dans des cellules RPE1.
(A) Validation de la déplétion par siRNA des SphKs. Les cellules RPE1 ont été transfectées pendant
48h avec les différents siRNAs (concentration finale : 20 nM) et I'expression des SphKs a été
mesurée par Western blot. Le résultat présenté ici est représentatif de deux expériences
indépendantes.

(B) Mesure de I'index mitotique dans des cellules RPE1 asynchrones déplétées ou non pour les
SphKs. Les cellules ont été transfectées pendant 48h avec les différents siRNAs avant I’évaluation de
'index mitotique comme décrit précédemment. Les histogrammes représentent la moyenne + SEM
de deux expériences indépendantes (scramble, n = 1718 ; siSphK1, n = 1803 ; siSphK2, n = 1827). *,
p<0,05 ; **, p<0,01 (ANOVA).

(C) Quantification de la durée de la prométaphase dans des cellules RPE1 asynchrones déplétées ou
non pour les SphKs. Les cellules ont été transfectées pendant 48h avec les différents siRNAs avant
les expériences de vidéomicroscopie. Les histogrammes représentent la moyenne + SEM de deux
expériences indépendantes (non transfectées (NT), n = 78 ; scramble, n = 110 ; siSphK1, n = 61 ;
siSphK2, n = 100 ; siSphK1+2, n = 66). ns (non significatif), p>0,05 ; ***, p<0,001 (ANOVA).

4. L’inhibition pharmacologique de la SphK1 prolonge la durée de la
prométaphase

Nous avons ensuite testé si I'inhibition de la SphK1 reproduit I'effet de la déplétion des SphKs.

Nous avons utilisé deux inhibiteurs compétitifs du site de la liaison de la sphingosine sur la SphK1 : le
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SKi (a2 10 uM) (French et al., 2003) et le PF543 (a 100 nM) (Schnute et al., 2012). Ces deux composés
induisent une inhibition de plus de 70-90% de I’activité enzymatique de la SphK1 selon I'inhibiteur
des 6h de traitement dans des cellules HeLa et RPE1 (Figures 26A et D respectivement). Cette
inhibition est similaire lors de traitements plus longs allant jusqu’a 24h (données non montrées). Le
traitement d’une population asynchrone de Hela par le SKi pendant 24h augmente significativement
de 30% de I'index mitotique par rapport a la condition contréle (13,7 + 0,5 % versus 10,5 + 0,5 %)
(Figures 26B). Des résultats similaires sont observés dans la lignée RPE1 ou I'inhibition de la SphK1
par le SKi induit une augmentation de I'index mitotique de plus de 45% (13,6 + 1,1 % versus 9,4 +
0,5 %) (Figure 26E).

Nous avons réalisé des expériences de vidéomicroscopie pour déterminer si l'inhibition de la
SphK1 module la durée de la mitose. Pour cela, des cellules asynchrones HelLa ou RPE1 ont été
traitées pendant les 12h de I'expérience par un solvant contréle (DMSO) ou par les inhibiteurs de la
SphK1. Le traitement par le SKi ou le PF543 augmentent de facon significative la durée NEB—
anaphase par rapport au contrble dans la lignée HelLa (101,8 + 8,6 min et 88,2 + 4,9 min
respectivement versus 62,4 + 3,4) (Figure 26C) ainsi que chez les RPE1 (22,3 + 0,7 min pour le SKi et
39,6 + 3,1 min pour le DMSO) (Figure 26F). Ainsi, tout comme la déplétion des SphKs, I'inhibition de
la SphK1 rallongent la durée de la prométaphase.

Nos résultats démontrent ainsi que I’expression et I'activité catalytique des SphKs sont

importantes pour la régulation de la progression mitotique.

5. Les SphKs régulent la progression mitotique par I'intermédiaire de la
production de S1P

Les SphKs produisent de la S1P, un lipide bioactif impliqué dans la régulation de nombreux effets
biologiques. L’activité SphK régulant la progression mitotique (Figure 26), nous avons donc évalué
I’effet d’'une stimulation des cellules par de la S1P exogéne sur la mitose. Dans un premier temps,
nous avons déterminé les doses de S1P suffisantes pour induire ses effets biologiques. Il est
notamment décrit que la S1P stimule la phosphorylation de Erk1/2. Nous avons donc utilisé ce critére
pour caractériser I'efficacité des doses de S1P exogéne dans nos cellules. Pour cela, nous avons
cultivé des cellules HelLa dans un milieu sans sérum pendant 3h pour les priver de tout stimulus
activateur de la voie des MAPK. Nous avons ensuite effectué une cinétique de stimulation par
différentes doses de S1P et mesuré en réponse le taux de phosphorylation de Erk1/2. De toutes les
doses testées, nous avons mesuré un effet optimal de la S1P a 5 pM dés 30 min de traitement
(Figure 27A). Un traitement similaire a la méme efficacité dans la lignée RPE1 (données non

montrées).
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Figure 26. L’inhibition de la SphK1 prolonge la durée de la prométaphase.
(A) et (D) Validation de I'efficacité des inhibiteurs de la SphK1 dans les cellules HelLa (A) et RPE1 (D).
Les cellules ont été traitées par le SKi (10 uM) ou le PF543 (100 nM) pendant 6h avant la mesure de
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I’activité kinase de la SphK1. Les histogrammes représentent la moyenne + SEM de trois expériences
indépendantes. Les films d’autoradiographie représentant la quantité de S1P radiomarquée formée
au cours du test d’activité kinase sont également montrés. ***, p<0,001 (test de Student ou ANOVA).
(B) et (E) Mesure de I'index mitotique dans des cellules HelLa (B) ou RPE1 (E) asynchrones inhibées
ou non pour la SphK1. Les cellules ont été traitées par le SKi (10 pM) pendant 24h puis I'index
mitotique a été calculé comme décrit précédemment. Les histogrammes représentent la moyenne +
SEM de trois expériences indépendantes (B : DMSO, n = 2306 ; SKi, n = 2567 — D : DMSO, n =
1245 ; SKi, n = 1184). *, p<0,05 ; **, p<0,01 (test de Student).

(C) et (F) Quantification de la durée de la prométaphase dans des cellules Hela (C) et RPE1 (F)
asynchrones inhibées ou non pour la SphK1. Les cellules ont été traitées par le SKi (10 uM) pendant
la totalité de la durée des expériences de vidéomicroscopie soit 12h. Les histogrammes représentent
la moyenne + SEM de trois expériences indépendantes (C : DMSO, n = 100 ; SKi, n = 122 ; PF543, n
=100 — F: DMSO, n = 115 ; SKi, n = 74). **, p<0,01 ; **, p<0,001 (ANOVA).

Nous avons ensuite déterminé I'effet de la stimulation par de la S1P exogéne sur la mitose.
Premierement, dans une population cellulaire HeLa asynchrone, une stimulation de 24h induit une
diminution significative de prés de 50% de I'index mitotique par rapport au contrdle (6,1 + 0,4 %
versus 10,5 + 0,4 %) (Figure 27B). Nous avons également déterminé le pourcentage de cellules
arrétées en prométaphase en présence de nocodazole. Nous avons donc traité des cellules HelLa par
le nocodazole en présence ou non de S1P pendant 16h et avons analysé I'index mitotique de ces
populations. Alors qu’une majorité des cellules contréles (DMSO) sont en mitose apres le traitement
par le nocodazole (56,3 + 4,3 %), cette proportion est significativement réduite de 25 % par la S1P
(42,6 £ 2,1 %) (Figure 27C).

La S1P diminue également de fagon significative I'index mitotique d’une population asynchrone de
cellules RPE1 (4,7 = 0,6 % pour la S1P contre 9,3 + 0,5 % pour le contrdle) (Figure 27D). De plus, la
stimulation d’une population cellulaire asynchrone par la S1P durant la totalité des expériences de
vidéomicroscopie induit un raccourcissement de la durée de la prométaphase, et ce dans un large
spectre de lignées cellulaires humaines qu’elles soient transformées (HelLa, PC-3, CAKI-1),
immortalisées (RPE1) ou primaires (HUVEC) (Figure 27E). Ces données indiquent que I'effet de la S1P
ne dépend pas de la lignée cellulaire utilisée ni de leur état cancéreux, mais semble plutt étre un

mécanisme conserveé.

Nous avons également analysé I'expression de la cycline B1 dans des cellules HeLa synchronisées
en G2/M puis relarguées en présence ou non de S1P exogéne. Alors que la cycline B1 s’accumule
pendant 60 min et est dégradée au-dela, la stimulation par la S1P induit une dégradation anticipée
de la cycline B1 dés 30 min de relargage selon un timing en relation avec la durée de la

prométaphase mesurée dans ces conditions (Figures 27E et F).
Nous avons ensuite utilisé un outil innovant pour préciser I'implication de la S1P dans le contrble

de la mitose. Depuis 2006, un anticorps neutralisant la S1P, le Sphingomab™, a été développé

(Visentin et al., 2006). Ainsi, dans nos conditions, I’'ajout de cet anticorps dans le milieu de culture
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Figure 27. Le traitement par la S1P raccourcit la durée de la prométaphase.

(A) Validation de I'efficacité de la S1P. Les cellules HelLa ont été cultivées dans un milieu sans sérum
pendant 3h puis stimulé par 5 uM de S1P pendant les temps indiqués (min). La phosphorylation de
Erk1/2, une cible de la S1P, a été évaluée par Western blot. Le résultat présenté est représentatif de
trois expériences indépendantes.
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(B) Mesure de I'index mitotique dans une population cellulaire HeLa asynchrone en réponse a la S1P.
Les cellules ont été traitées pendant 24h par 5 uM de S1P et I'index mitotique a été évalué comme
décrit précédemment. Les histogrammes représentent la moyenne + SEM de quatre expériences
indépendantes (DMSO, n = 2306 ; S1P, n = 2337). **, p<0,01 (test de Student).

(C) Mesure de I'index mitotique dans des cellules Hela traitées au nocodazole. Les cellules ont été
traitées pendant 16h au nocodazole (0,2 ug/m)l en présence ou non S1P (5 pM) avant I’évaluation de
lindex mitotique. Les histogrammes représentent les moyennes + SEM de deux expériences
indépendantes (DMSO, n = 1224 ; S1P, n = 1023). *, p<0,05 (ANOVA).

(D) Mesure de I'index mitotique dans une population cellulaire RPE1 asynchrone. Les cellules ont été
traitées pendant 24h par 5 yM de S1P et I'index mitotique a été évalué comme décrit précédemment.
Les histogrammes représentent la moyenne + SEM de trois expériences indépendantes (DMSO, n =
1245 ; S1P, n = 1177). **, p<0,01 (test de Student).

(E) Mesure de la durée de la prométaphase dans de nombreuses lignées cellulaires transformées
(HeLa, PC-3, CAKI-1), immortalisées (RPE1) ou primaires (HUVEC) en réponse a la S1P. Les cellules
ont été traitées par 5 uyM de S1P pendant la totalité de la durée des expériences de vidéomicroscopie
soit 12h. Les histogrammes représentent la moyenne + SEM de trois expériences indépendantes (n>
150). *, p<0,05 ; ***, p<0,001 (test de Student).

(F) Mesure de I'expression de la cycline B1 par Western blot. Les cellules HelLa ont été synchronisées
a la transition G2/M par le RO3306 puis relarguées en mitose en présence ou non de S1P (5 pM)
pendant les temps indiqués (min). Le graphe représente les ratios cycline B1/actine normalisés par
rapport au temps 0. Le résultat d’une expérience représentative parmi trois indépendantes est
représenté.

bloque la signalisation de la S1P (Figure 28A). De facon intéressante, la neutralisation par le
Sphingomab™ de la S1P endogéne sécrétée par des cellules HeLa dans le milieu de culture durant
la totalité des expériences de vidéomicroscopie induit une augmentation significative de 35% de la
durée entre le NEB et I'entrée en anaphase en comparaison avec le traitement par un anticorps
contréle de méme isotype (86,9 = 3 % versus 64,2 + 1,7 %) (Figure 28B). Des résultats similaires ont
été obtenus dans la lignée RPE1 (40,3 + 2,3 % versus 22,6 + 0,6 %) (Figure 28C).

Ces données démontrent donc que les SphKs régulent la progression mitotique par I'intermédiaire
de la production de S1P dans un large spectre de lignées cellulaires. De plus, alors que la S1P peut
agir de fagon intra- ou extracellulaire, nos résultats suggérent que ce sphingolipide régule la durée de
la mitose en agissant de fagon extracellulaire. La neutralisation de la S1P extracellulaire produite par
les cellules dans le milieu par un anticorps bloquant prolonge la durée de la prométaphase de fagon

similaire a la déplétion des SphKs ou a leur inhibition.
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Figure 28. La neutralisation de la S1P extracellulaire prolonge la durée de la prométaphase.

(A) Validation de la neutralisation de la S1P. Les cellules HelLa ont été cultivées dans un milieu sans
sérum pendant 3h puis stimulé ou non par 5 uM de S1P en présence de 50 pg/ml d’anticorps
contrdle (-) ou d’anticorps anti-S1P (+) pendant 30 min. La phosphorylation de Erk1/2 a été évaluée
par Western blot. Le résultat présenté est représentatif de trois expériences indépendantes.

(B) Mesure de la durée de la prométaphase dans des cellules HeLa asynchrones apres neutralisation
de la S1P extracellulaire produite par les cellules. Les cellules ont été incubées avec 50 pg/ml
d’anticorps contréle ou anti-S1P pendant la totalité de la durée des expériences de vidéomicroscopie
soit 12h. Les histogrammes représentent la moyenne + SEM de trois expériences indépendantes
(Controle, n = 128 ; Anti-S1P, n = 129). ***, p<0,001 (test de Student).

(C) Mesure de la durée de la prométaphase dans des cellules RPE1 asynchrones aprées neutralisation
de la S1P extracellulaire. Les cellules ont été incubées avec 50 pg/ml d’anticorps contréle ou anti-
S1P pendant la totalité de la durée des expériences de vidéomicroscopie soit 12h. Les histogrammes
représentent la moyenne + SEM de deux expériences indépendantes (Contrdle, n = 172 ; Anti-S1P, n
=172). ***, p<0,001 (test de Student).

6. La S1P requiert le récepteur S1P; pour contrOler la progression
mitotique
L’'action extracellulaire de la S1P passe par son interaction avec cing récepteurs spécifiques
couplés aux protéines G, les S1PRs (S1P,_s). Ses différentes réponses biologiques dépendent
notamment du niveau d’expression de ces récepteurs. Nous avons donc déterminé leur profil
d’expression dans les lignées Hela et RPE1 en mesurant les taux de TARNm par gRT-PCR (Figure
29A) et de la protéine par Western blot (Figure 29B) de chaque S1PR. Nos analyses révélent que

chaque lignée exprime tous les S1PR.
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Figure 29. Détermination du profil d’expression des S1PRs par les lignées HelLa et RPE1

(A) Profil d’expression de 'ARNm des S1PRs par gRT-PCR. Les histogrammes représentent la
moyenne + SEM de neuf expériences indépendantes. Les résultats exprimés correspondent au calcul
des 2 pour chaque géne.

(B) Profil d’expression des S1PRs par Western blot. Les résultats présentés sont représentatifs de six
expériences indépendantes.

En combinant I'utilisation d’antagonistes de ces récepteurs et une stratégie de déplétion par
interférence ARN, nous avons cherché a caractériser les S1PRs impliqués dans la régulation de la
progression mitotique par la voie SphKs/S1P. Le traitement par le VPC23019, un antagoniste des
récepteurs S1P, et S1P; (Davis et al., 2005b), est capable de bloquer leur signalisation induite par la
S1P dans la lignée Hela (Figure 30A). Néanmoins, le traitement d’une population cellulaire Hela
asynchrone par le VPC23019 n’induit pas de modulation de la durée de la prométaphase (Figure
30B). De fagon similaire, I’antagonisme du S1P, par le JTEO13 ne modifie pas la durée NEB—
anaphase dans les cellules Hela (Figure 30B). Des résultats analogues ont été obtenus pour la lignée
RPE1 (données non montrées).

Mis a part des composés antagonistes, peu d’outils sont décrits a ce jour pour I'étude des S1PRs.
Nous avons donc établi une stratégie d’interférence ARN dirigée contre le S1P,, le S1P, et le S1P;
dont nous avons préalablement validé I'efficacité dans les cellules HelLa et RPE1 (Figure 30C et
données non montrées). La déplétion du S1P, n’induit pas de modulation de la durée de la
prométaphase dans la lignée Hela, confirmant les résultats obtenus a I'aide de I’'antagoniste JTE0Q13
(Figures 30B et D). De méme, la déplétion du S1P, n’a aucun effet sur la durée NEB—anaphase dans
les cellules Hela (Figure 30D). Enfin, seule la déplétion du S1P; induit une augmentation significative
de prés de 45% de cette durée par rapport a la condition scramble contréle (83,3 + 4,3 min versus
58,2 + 1,1 min) chez les cellules HelLa (Figure 30D). Des résultats similaires ont été obtenus pour la
lignée RPE1 (données non montrées). Nos résultats suggerent donc que seul le récepteur S1P; est

impliqué dans la régulation de la progression mitotique par la S1P.
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Figure 30. La déplétion du S1Ps rallonge la durée de la prométaphase.

(A) Validation de I'inhibition du S1P, et du S1P; par le VPC23019. Les cellules HelLa ont été cultivées
dans un milieu sans sérum pendant 3h puis stimulé par 5 yM de S1P en présence ou non de
VPC23019 a 5 yM pendant 30 min. La phosphorylation de Erk1/2 a été évaluée par Western blot.

(B) Mesure de la durée de la prométaphase en présence d’antagonistes des S1PRs. Les cellules
Hela ont été traitées par les différents antagonistes des S1PRs a 5 pM pendant la totalité de la durée
des expériences de vidéomicroscopie soit 12h. Les histogrammes représentent la moyenne + SEM
de trois expériences indépendantes (n>150). ns, p>0,05 (ANOVA).

(C) Validation de la déplétion des S1PRs par siRNA. Les cellules HeLa ont été transfectées pendant
48h avec les différents siRNAs (concentration finale : 50 nM) et I'expression des SphKs a été
mesurée par Western blot. Le résultat présenté ici est représentatif de trois expériences
indépendantes.

(D) Mesure de la durée de la prométaphase suite a la déplétion des S1PRs. Les cellules HeLa ont été
transfectées pendant 48h avec les différents siRNAs avant les expériences de vidéomicroscopie. Les
histogrammes représentent la moyenne + SEM de trois expériences indépendantes (n>150). ns,
p>0,05 ; **, p<0,001 (ANOVA).

Pour confirmer cette hypothése, nous avons stimulé des cellules HelLa asynchrones déplétées pour
le S1P, ou le S1P; et calculé la durée de la prométaphase dans ces conditions. De fagon similaire

aux résultats précédemment obtenus, le traitement par la S1P induit une diminution significative de
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prés de 20% de la durée NEB—anaphase (Figures 31A et B versus Figure 27E). De plus, la déplétion
du S1P, ne module pas cette durée alors que la S1P est capable de réduire la durée de la
prométaphase dans des cellules déplétées pour le S1P, (Figure 31A). Ces donnés indiquent donc
que ce récepteur n’est pas impliqué dans cette régulation. En revanche, I'effet de la S1P sur la durée
de la prométaphase est aboli dans des cellules déplétées pour le S1P5 (Figure 31B), indiquant son

importance dans la régulation de la progression mitotique par la S1P.

Ces données démontrent pour la premiére fois que la voie SphKs/S1P/S1P; est un nouveau

régulateur de la progression mitotique.

Figure 31. Le S1Ps est impliqué dans la régulation de la durée de la mitose par la voie SphKs/S1P.
(A) Mesure de la durée NEB—anaphase dans des cellules HelLa déplétées ou non pour le S1P, en
présence ou non de S1P. Les cellules ont été transfectées pendant 48h avec les différents siRNAs
avant les expériences de vidéomicroscopie réalisées en présence ou non de S1P (5 pM) pendant
12h. Les histogrammes représentent la moyenne + SEM de deux expériences indépendantes
(n>100). ns, p>0,05 ; **, p<0,01 ; ***, p<0,001 (ANOVA).

(B) Mesure de la durée NEB—anaphase dans des cellules HelLa déplétées ou non pour le S1P; en
présence ou non de S1P. Les cellules ont été transfectées pendant 48h avec les différents siRNAs
avant les expériences de vidéomicroscopie réalisées en présence ou non de S1P (5 pM) pendant
12h. Les histogrammes représentent la moyenne + SEM de deux expériences indépendantes
(n>100). *, p<0,05 ; ***, p<0,001 (ANOVA).
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7. Détermination des signalisations impliquées en aval de la voie
SphKs/S1P/S1P,

Le récepteur S1P; est couplé aux protéines Go de type Go; et Goyyq; €t régule les voies
PLC/IP,/Ca?*, PI3K/Akt, de la GTPase Rho, de I'adénylate cyclase et de Erk1/2 (Gonda et al., 1999;
Im et al., 2001; Jaillard et al., 2005; Malek et al., 2001; Novgorodov et al., 2007) (Figure 18). A l'aide
d’inhibiteurs pharmacologiques de deux de ces voies, nous avons évalué leur implication en aval de
I’axe SphKs/S1P/S1P;.

Premiérement, nous nous sommes intéressés a la voie des MAPKs pour évaluer I'implication
d’Erk1/2 en aval du S1P;. Nous avons utilisé ’'U0126, un inhibiteur de MEK (I'activateur d’Erk1/2), et
étudié son impact sur la mitose en présence ou non de S1P. Le traitement par 1 pM d’U0126
pendant 30 min suffit & inhiber la phosphorylation d’Erk1/2 (Figure 32A). Le traitement par la S1P de

cellules incubées en présence d’U0126 ne permet pas de restaurer I'activité de Erk1/2 (Figure 32A).

Figure 32. Réle d’Erk1/2 en aval de I’'axe SphKs/S1P/S1Ps.

(A) Validation de I'inhibition d’Erk1/2 par ’'U0126. Les cellules HelLa ont été cultivées dans un milieu
sans sérum pendant 3h puis stimulé par 5 yM de S1P en présence ou non d’U0126 a 1 uM pendant
30 min. La phosphorylation de Erk1/2 a été évaluée par Western blot.

(B) et (C) Mesure de la durée NEB—anaphase dans des cellules HelLa (B) et RPE1 (C) en présence ou
non d’U0126 et de S1P. Les cellules ont été traitées ou non pendant 30 min a 'U0126 1 pM puis les
expériences de vidéomicroscopie ont été réalisées en présence ou non de S1P (5 pM) et d’U0126 (1
UM). Les histogrammes représentent la moyenne + SEM de trois expériences indépendantes (n>150).
*, p<0,05 ; ***, p<0,001 (ANOVA).

Nous avons réalisé des expériences de vidéomicroscopie dans des cellules asynchrones pour
déterminer I'effet de cet inhibiteur seul ou en combinaison avec un traitement par de la S1P exogéene
sur la durée de la mitose. Le traitement par 'U0126 durant la totalité des expériences induit un

allongement significatif de la durée NEB—anaphase dans des cellules HelLa par rapport a la
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condition contrdle (Figure 32B). L’inhibition d’Erk1/2 induit donc I'effet opposé de la stimulation par la
S1P. De plus, nous avons testé si 'effet de la S1P dépend de I'activité de la voie Erk1/2. En effet, si
Erk1/2 est requis pour la régulation de la progression mitotique par la voie SphKs/S1P/S1P;, nous
nous attendons a ce que son inhibition abolisse I'effet de la S1P. Nous avons donc prétraité ou non
des cellules HelLa asynchrones par 'U0126 pendant 30 min pour inhiber Erk1/2 puis réalisé des
expériences de vidéomicroscopie en présence de S1P + U016 pendant 12h et mesuré la durée
NEB—anaphase. En condition d’inhibition de la voie Erk1/2 dans les cellules Hela, la S1P induit
toujours un raccourcissement significatif de la durée de la prométaphase (Figure 32B). Des résultats
similaires ont été obtenus dans la lignée RPE1 (Figure 32C). L’ensemble de ces résultats indique
donc que la voie MAPK ne semble pas étre impliquée dans la régulation de mitose en aval de I'axe
SphKs/S1P/S1P;.

Nous nous sommes également intéressés a la voie des PI3Ks. Nous avons utilisé les inhibiteurs
LY294002 et la wortmannine seuls ou avec la S1P pour déterminer I'implication des PI3Ks en aval de
’axe SphKs/S1P/S1P;. Le traitement par les inhibiteurs seuls induit un allongement de la durée
NEB—anaphase dans des cellules HelLa (Figures 33A et B) et RPE1 (Figure 33C). Nous avons ensuite
inhibé ou non la voie PIBK pendant 1h avec la LY294002 ou la wortmannine puis réalisé des
expériences de vidéomicroscopie en présence de S1P pendant 12h et mesuré la durée NEB—
anaphase. Alors que la S1P induit un raccourcissement de la durée de la prométaphase, cet effet est
aboli dans des cellules pré-traitées par des inhibiteurs de PI3K (Figures 33A—C). Nos données
indiquent donc que I'axe SphKs/S1P/S1P; requiert I'activité de la voie des PI3Ks pour réguler la

durée de la mitose.
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Figure 33. Implication de la voie PI3K/Akt en aval de 'axe SphKs/S1P/S1Ps.

(A) et (B) Mesure de la durée NEB—anaphase dans des cellules HelLa en présence ou non de S1P et
de LY294002 (A) ou de wortmannine (B). Les cellules ont été traitées ou non pendant 30 min avec les
inhibiteurs de PI3Ks (LY294002 10 pM, wortmannine 1 pM) puis les expériences de vidéomicroscopie
ont été réalisées en présence ou non de S1P (5 pM) et des inhibiteurs de PI3Ks (LY294002 10 uM,
wortmannine 1 pM). Les histogrammes représentent la moyenne + SEM de trois expériences
indépendantes (n>150). ns, p>0,05 ; **, p<0,01 ; ***, p<0,001 (ANOVA).

(C) Mesure de la durée NEB—anaphase dans des cellules RPE1 en présence ou non de S1P et de
wortmannine. Les cellules ont été traitées ou non pendant 30 min avec la wortmannine (1 uM) puis
les expériences de vidéomicroscopie ont été réalisées en présence ou non de S1P (5 pM) et de
wortmannine (1 pM). Les histogrammes représentent les moyennes + SEM de deux expériences
indépendantes (n>150). ns, p>0,05 ; ¥, p<0,05 ; **, p<0,01 (ANOVA).
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8. La S1P n’altére pas I'entrée des cellules en mitose

Pour vérifier si le raccourcissement de la durée de la mitose résultait de la régulation de processus
en amont de la transition G2/M, nous avons voulu étudier si la stimulation par la S1P altére I’entrée
des cellules en mitose. Pour cela, nous avons dans un premier temps réalisé une synchronisation de
cellules Hela a la transition G2/M par un traitement au RO3306 pendant 16h. Au cours des deux
derniéres heures de synchronisation, les cellules ont été pré-incubées avec du DMSO ou 5 pM de
S1P pour induire ses voies de signalisation. Le RO3306 a été ensuite lavé et une cinétique de
relargage en mitose a été réalisée en présence de DMSO contréle ou de S1P. Nous avons choisi de
réaliser une cinétique courte dans le temps pour suivre le déroulement des étapes précoces de la
mitose, a savoir la prophase et le début de la prométaphase. Les cellules ont été fixées et marquées
en immunofluorescence pour déterminer I’évolution de I'index mitotique au cours du temps. Nos
résultats montrent que les index mitotiques des populations cellulaires contrdle et traitée par la S1P
augmentent de facon similaire indiquant qu’elles entrent en mitose avec la méme cinétique au cours
des 15 minutes de relargage (Figure 34A). De plus, nous avons analysé la répartition des cellules
dans les phases précoces de la mitose, la prophase et la prométaphase, au cours de la cinétique de
relargage. Cette répartition est similaire dans les deux populations au cours du temps, indiquant
qu’elles progressent de la méme facon en tout début de mitose (Figure 34B). Ainsi, le traitement par
la S1P exogéne ne semble pas affecter la cinétique de I’entrée en mitose ainsi que le déroulement de
la prophase et I'’entrée en prométaphase. Nos données suggérent donc que le raccourcissement de
la durée de la prométaphase induit par la S1P ne semble pas résulter de défauts de I’entrée en
mitose mais plutét d’événements se déroulant plus tardivement au cours de la prométaphase. En
effet, aprés 60 min de relargage, on note une diminution significative du pourcentage de cellules en

prométaphase suite au traitement par la S1P en comparaison aux cellules contréles (Figure 34B).

Cependant, un biais a pu étre introduit ici par la synchronisation en G2/M. En effet, le RO3306 étant
un inhibiteur de Cdk1, il bloque I’entrée des cellules en mitose mais n’empéche pas le déroulement
de nombreux événements de G2 préparatifs a I’entrée en mitose. Ainsi, les précédentes expériences
ne permettent pas de déterminer si la S1P module ces événements et affecte de facto I’entrée en
mitose. Nous avons donc décidé de réaliser un autre type de synchronisation plus en amont dans le
cycle cellulaire. Nous avons effectué un double bloc thymidine pour synchroniser les cellules au
début de la phase S (Ma and Poon, 2011). Brievement, un premier bloc en présence de 2 mM de
thymidine a été effectué pendant 16h puis les cellules ont été relarguées dans un milieu de culture
sans thymidine pendant 8h et ont subi un second traitement de 2 mM de thymidine a nouveau
pendant 16h. A I'issue de ce second bloc, les cellules ont été relarguées dans le cycle cellulaire en
présence ou non de S1P et récupérées a différents temps.

Premiérement, nous avons réalisé une immunofluorescence pour déterminer I’évolution de I'index
mitotique dans ces populations. Nos données montrent que I'index mitotique de la population
contrdle augmente de fagon similaire a celui de la population traitée par la S1P au cours du temps

(Figure 34C). Dans un second temps, nous avons également suivi par analyse en cytométrie de flux le
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pourcentage de cellules positives pour un marqueur mitotique, la phosphorylation de I’histone H3 sur
la sérine 10 (H3%'%) (Hirota et al., 2005). Au cours du relargage du double bloc thymidine, nos
résultats indiquent que le taux de cellules positives pour ’'H3%'%" augmentent également de facon
similaire dans les populations contrdle et traitées par la S1P (Figure 34D).

L’ensemble de ces résultats indique donc qu’un traitement par la S1P ne semble pas affecter la

cinétique de I'entrée des cellules en mitose ni leur progression jusqu’en prométaphase.

Figure 34. La S1P n’altéere par I’entrée en mitose.

(A) Evolution de I'index mitotique au cours du temps apres relargage du RO3306 en présence ou non
de S1P dans des cellules HeLa. Les cellules ont été synchronisées par un traitement au RO3306 (10
pM, 16h). Au cours des deux derniéres heures de la synchronisation, les cellules ont été incubées en
présence ou non de 5 pM de S1P. Les cellules ont ensuite été lavées et relarguées pendant les
temps indiqués en présence ou non de 5 uM de S1P. Le graphe représente les moyennes + SEM de
trois expériences indépendantes. ns, p>0,05 (ANOVA).

(B) Répartition des HelLa en mitose en prophase et en prométaphase au cours du temps aprées
relargage du RO3306 en présence ou non de S1P. Les cellules ont été synchronisées par un
traitement au RO3306 (10 pM, 16h). Au cours des deux derniéres heures de la synchronisation, les
cellules ont été incubées en présence ou non de 5 pM de S1P. Les cellules ont ensuite été lavées et
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relarguées pendant les temps indiqués en présence ou non de 5 pM de S1P. Les histogrammes
représentent les moyennes moyenne + SEM de trois expériences indépendantes (n>400 par
condition et par temps). ns, p>0,05 (ANOVA).

(C) Evolution de I'index mitotique au cours des temps apres relargage d’un double bloc thymidine en
présence ou non de S1P. Les cellules ont été d’abord synchronisées par un double bloc thymidine
(cf. Matériels et méthodes) puis relarguées pendant les temps indiquées en présence ou non de 5 uM
de S1P. Le graphe représente les moyennes + SEM de deux expériences indépendantes. ns,
p>0,05 (ANOVA).

(D) Analyse par cytométrie de flux du pourcentage de cellules HelLa positives pour I’'H3%'°" au cours
du temps apres relargage d’un double bloc thymidine en présence ou non de S1P. Les cellules ont
été d’abord synchronisées par un double bloc thymidine (cf. Matériels et méthodes) puis relarguées
pendant les temps indiquées en présence ou non de 5 pM de S1P. Les cellules ont été récupérées,
fixées et un immunomarquage de I'H3%'%" a été exécuté (cf. Matériels et méthodes). Les cellules ont
ensuite été analysées par cytométrie de flux. Le graphe représente les moyennes + SEM de trois
expériences indépendantes. ns, p>0,05 (ANOVA).

9. La surexpression des SphKs et la S1P a
chromosomes

Nous avons démontré que la voie SphKs/S1P/S1P; régule la durée de la prométaphase. Or, c’est

terent I'alignement des

au cours de cette phase que les chromosomes sont capturés et alignés par le fuseau mitotique en
une plague métaphasique. Il est bien établi que la durée de la prométaphase est étroitement
associée a la qualité de ces événements, notamment via I’activité du SAC. Nous nous sommes donc
intéressés aux conséquences d’un traitement par la S1P ou de la surexpression des SphKs sur
I’alignement des chromosomes.

Pour cela, nous avons synchronisé des cellules HeLa ou RPE1 a la transition G2/M a I'aide du
RO3306 puis réalisé un relargage en mitose en présence ou non de S1P de fagon a analyser la
qualité de I’'alignement des chromosomes juste avant I’entrée en anaphase. Pour cela, les cellules ont
été relarguées pendant 60 min. Suite au relargage, les cellules ont été fixées et des marquages par
immunofluorescence des microtubules (a-tubuline), des kinétochores (CREST) et des chromosomes
(DAPI) ont permis de sélectionner les cellules et d’analyser la qualité de I'alignement des
chromosomes. Nous avons comptabilisé uniquement les cellules présentant un fuseau mitotique et
une plague métaphasique matures, de fagon a s’affranchir des cellules en début de prométaphase
n’ayant pas encore aligné leurs chromosomes. Nous avons considéré qu’une cellule présente des
défauts d’alignement de ses chromosomes lorsqu’au moins I'un d’entre eux était retrouvé hors de la
plaque (Figure 35A, fleches). Des images représentatives de I'alignement chromosomique dans des
cellules HelLa contréles (DMSO) ou traitées par la S1P sont montrées dans la figure 35A. Alors qu’une
faible proportion de cellules HelLa controles (DMSO) présentent des défauts d’alignement
chromosomique (13,9 + 0,8 %), ce pourcentage est significativement augmenté dans les cellules
traitées par la S1P (24,8 + 0,9 %) (Figure 35B). Ces résultats ont été reproduits dans la lignée RPE1
ou le taux de cellules présentant des défauts d’alignement passe de 11,8 + 0,7 % pour la condition
controle (DMSO) a 41,9 + 0,3 % pour la population traitée a la S1P (Figure 35C). Ceci indique donc

que le traitement par la S1P altére la qualité de I'alignement des chromosomes.
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Etant donné que les populations contréle et traitée par la S1P ne progressent pas a la méme
vitesse dans la mitose (Figure 27), il est possible que cela impacte la qualité de I'alignement
chromosomique. Nous avons imaginé une expérience pour déterminer si la durée de la
prométaphase est un facteur important pour I’'alignement chromosomique. En effet, il est intéressant
de savoir si de forts taux d’erreurs d’alignement des chromosomes observés notamment en
présence de S1P sont corrigés si la durée de la prométaphase est allongée. Pour cela, nous avons
synchronisé des cellules HeLa en G2/M comme précédemment a I'aide d’un traitement par le
RO3306 puis les avons relarguées en présence d’un inhibiteur du protéasome, le MG132. L'utilisation
de ce composé en mitose bloque la dégradation de nombreux régulateurs comme la cycline B1 ou la
sécurine méme lorsque le SAC est résolu, empéchant ainsi I’entrée en anaphase et rallongeant la
durée de la prométaphase et de la métaphase (Potapova et al., 2006). Nous avons donc effectué des
cinétiques de relargage en présence de MG132 et déterminé comme précédemment la qualité de
I’alignement chromosomique dans des cellules contrdles (DMSO) ou traitées a la S1P. Aprés 60 min
de relargage, la population HelLa controle comporte un taux modéré de cellules présentant des
défauts d’alignement (18,2 + 1,9 %). Avec le temps, ce pourcentage diminue et aprés 120 min, il est
de 11,2 + 2 % (Figure 35D). En revanche, et dés 60 min de relargage, la population traitée par la S1P
présente un taux plus important de cellules avec des alignements chromosomiques incorrects (32,6
+ 1,4 %). De plus, de fagon surprenante, on retrouve une proportion similaire aprés 120 min de
relargage (32,4 = 0,9 %) (Figure 35D). Ces résultats indiquent donc que la proportion d’erreurs
d’alignement induite par la S1P persiste tout au long de la prométaphase et de la métaphase. Ceci
peut provenir d’'une correction défaillante de ces erreurs ou de la génération constante d’alignements
incorrects.

Par vidéomicroscopie, nous avons également vérifié que le traitement par le MG132 bloquait bien
les cellules en métaphase. Nos résultats indiquent que I'efficacité du MG132 pour induire I’arrét des
cellules HelLa contrdles ou traitées a la S1P est comparable et maximale dans nos conditions (Figure
35E). Nous n’avons observé aucune cellule entrant en anaphase. En paralléle, nous avons mesuré le
taux de cycline B1 dans des cellules Hela traitées par le MG132 en présence ou non de S1P de
facon similaire a I’expérience décrite dans la figure 35D. Les taux de cycline B1 sont stables dans les
deux conditions au cours du temps, indiquant que les cellules ne franchissent pas la métaphase
(Figure 35F). L’expression comparable dans les deux conditions de 'H3%'% confirme la présence de

cellules en mitose dans des proportions similaires.

126



127



Figure 35. La surexpression des SphKs et la S1P altérent I'alignement des chromosomes.

(A) Images représentatives de la qualité de I'alignement des chromosomes dans des cellules Hela
contrdles (DMSO) ou traitées par la S1P. Les microtubules sont marqués par I'a-tubuline (vert), ’ADN
par le DAPI (bleu) et les kinétochores par le CREST (rouge). Les fleches indiquent des chromosomes
mal alignés. Barre d’échelle : 10 pm.

(B) et (C) Quantification du pourcentage de cellules HelLa (B) et RPE1 (C) en mitose présentant des
défauts d’alignement. Les cellules ont été synchronisées a la transition G2/M a I’'aide du RO3306 puis
relarguées en mitose en présence ou non de S1P (5 pM). Les histogrammes représentent les
moyennes + SEM de cing expériences indépendantes (B: DMSO, n =958 ; S1P, n = 971 — C:
DMSO, n =1017 ; S1P, n = 1002). ***, p<0,001 (test de Student).

(D) Quantification du pourcentage de cellules HeLa en mitose présentant des défauts d’alignement
au cours du temps en présence de MG132. Les cellules ont été synchronisées par un traitement au
RO3306 (10 pM, 16h) puis relarguées en mitose pendant les temps indiqués en présence de MG132
(2 uM) = S1P (5 pM). Les histogrammes représentent les moyennes + SEM de deux expériences
indépendantes (DMSO, n = 119 ; S1P, n = 94). ***, p<0,001 (test de Student).

(E) Quantification de I'arrét des cellules en présence de MG132 par vidéomicroscopie. Les cellules
ont été traitées par 2 pM de MG132 + 5 pM de S1P et filmées pendant 12h. Le pourcentage de
cellules arrétées en métaphase, franchissant la métaphase ou mourant en mitose a été déterminé.
Les histogrammes représentent les moyennes + SEM de deux expériences indépendantes (DMSO, n
=85; S1P, n =42).

(F) Les cellules HelLa ont été synchronisées a la transition G2/M par le RO3306 puis relarguées en
mitose pendant les temps indiqués (min) en présence de MG132 (2 uM) = S1P (5 pM). L’expression
de la cycline B1 et de I'H3%'% ont été évaluées par Western blot. Le résultat d’une expérience
représentative parmi trois indépendantes est représenté.

(G) Quantification du pourcentage de cellules HelLa en mitose surexprimant les GFP-SphKs
présentant des défauts d’alignement. Les cellules ont été transfectées pendant 48h avant d’étre
synchronisées et relarguées en mitose pendant 60 min en présence de MG132 (2 uM). Seules les
cellules GFP positives ont été évaluées. Les histogrammes représentent les moyennes + SEM de
deux expériences indépendantes (GFP, n =224 ; GFP-SphK1, n = 198 ; GFP-SphK2, n = 206). *,
p<0,05; **, p<0,01 (ANOVA).

Enfin, nous nous sommes intéressés a l'effet de la surexpression transitoire des SphKs sur la
qualité de I'alignement chromosomique. De fagon similaire aux expériences réalisées précédemment,
nous avons synchronisé des cellules Hela surexprimant la GFP seule ou les GFP-SphKs a la
transition G2/M puis les avons relarguées en mitose et réalisé des expériences
d’immunofluorescence pour analyser I'alignement des chromosomes. Seules les cellules positives
pour la GFP et en métaphase ont été analysées. De fagcon similaire au traitement par de la S1P
exogéne, la surexpression de la GFP-SphK1 ou de la GFP-SphK2 induisent une augmentation
significative du pourcentage de cellules présentant des défauts d’alignement chromosomique par
rapport a la condition controle (40,4 + 4,6 % et 46,4 + 5,7 % versus 18,5 £ 1,6 % respectivement)
(Figure 35G).

L’ensemble de ces résultats démontre que la surexpression des SphKs et la stimulation par la S1P

altére la qualité de I'alignement des chromosomes en métaphase. Or, la persistance de telles erreurs

peut altérer la ségrégation des chromosomes entre les deux cellules filles.
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10.La surexpression des SphKs et la S1P altéerent la ségrégation des
chromosomes

Nous avons ensuite évalué les conséquences de la surexpression des SphKs ou de la S1P sur la
qualité de la ségrégation chromosomique. Pour cela, nous avons reproduit la série d’expériences
décrite précédemment. Des cellules traitées ou non par la S1P ou surexprimant la GFP seule ou les
GFP-SphKs ont été synchronisées a la transition G2/M puis relarguées en mitose suffisamment
longtemps pour permettre leur progression au-dela de la métaphase (90 min pour les HelLa, 40 min
pour les RPE1). Nous avons donc évalué la qualité de la ségrégation chromosomique dans des
cellules en anaphase ou dans des phases plus tardives pour observer les conséquences des défauts

d’alignement constatés précédemment.

Dans un premier temps, nous avons calculé la fréquence de chromosomes dits retardés (lagging
chromosomes). lls résultent d’attachements incorrects appelés mérotéliques ou chaque pdle du
fuseau capture le méme kinétochore d’un chromosome. Ainsi, les forces de traction opposées
nécessaires a la ségrégation s’annulent et le chromosome reste entre les deux cellules filles. Ces
attachements incorrects sont résolus par la machinerie de correction impliquant notamment Aurora B
et leur persistance lors de I’anaphase peut générer de I’aneuploidie (Holland and Cleveland, 2012).

Dans nos expériences, nous avons calculé que les cellules HelLa contrdles (DMSO) présentent un
faible taux de chromosomes retardés en anaphase ou en télophase (8,6 + 1,9 %). Ce pourcentage
est significativement augmenté d’un facteur 3,5 dans les cellules traitées par la S1P (29,4 + 1,5 %)
(Figure 36A). Ces résultats ont été reproduits dans la lignée RPE1 (Figure 36B). De méme, alors que
les cellules HelLa surexprimant la GFP seule présentent peu de chromosomes retardés (8,7 + 0,9 %),
cette proportion est significativement plus forte dans les cellules surexprimant la GFP-SphK1 ou la

GFP-SphK2 (25,4 + 3,6 % et 25,2 + 1,9 % respectivement) (Figure 36C).

De plus, nous avons quantifié la fréquence de ponts chromosomiques dans nos populations. Si un
attachement mérotélique n’est pas corrigé, un chromosome retardé est généré. Les forces de
traction exercées par le fuseau sont opposées et induisent la rupture de I'attachement de fagon
aléatoire. Cela peut notamment endommager le chromosome (Holland and Cleveland, 2012; Vitre
and Cleveland, 2012). La conséquence de cette rupture est I'apparition d’une structure appelée pont
chromosomique entre les deux cellules filles. Le chromosome endommagé est étiré et un fragment
est visible au niveau du fuseau central en anaphase et télophase. L’anneau contractile
d’actine/myosine lors de la cytocinese, et I'absicssion des deux cellules filles rompront & nouveau le
chromosome s’il demeure dans le plan de clivage (Holland and Cleveland, 2012; Vitre and Cleveland,
2012).
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Figure 36. La surexpression des SphKs et la S1P altérent la ségrégation des chromosomes.

(A) et (B) Quantification du pourcentage de cellules HelLa (A) et RPE1 (B) présentant des
chromosomes retardés en présence de S1P. Les cellules ont été synchronisées a la transition G2/M
a I'aide du RO3306 puis relarguées en mitose pendant 90 min (HeLa) ou 40 min (RPE1) en présence
ou non de S1P (5 pM). Les histogrammes représentent les moyennes + SEM de deux expériences
indépendantes (A: DMSO, n =229 ; S1P, n = 255 — B: DMSO, n =208 ; S1P, n = 243). *,
p<0,05 (test de Student)

(C) Quantification du pourcentage de cellules HelLa surexprimant les GFP-SphKs présentant des
chromosomes retardés. Les cellules ont été transfectées pendant 48h avant d’étre synchronisées et
relarguées en mitose pendant 90 min. Seules les cellules GFP positives ont été évaluées. Les
histogrammes représentent les moyennes + SEM de deux expériences indépendantes (GFP, n = 234
; GFP-SphK1, n = 202 ; GFP-SphK2, n = 212). *, p<0,05 (ANOVA).

(D) Images représentatives de la qualité de la ségrégation des chromosomes dans des cellules Hela
controles (DMSO) ou traitées par la S1P. Les microtubules sont marqués par I'a-tubuline (vert) et
I’ADN par le DAPI (bleu). La fleche indique un pont chromosomique. Barre d’échelle : 10 pm.

(E) Quantification du pourcentage de cellules HelLa présentant des ponts chromosomiques en
présence de S1P. Les cellules ont été synchronisées et relarguées en mitose pendant 120 min en
présence ou non de S1P (5 pM). Les histogrammes représentent les moyennes + SEM obtenues a
partir de six expériences indépendantes (DMSO, n =785 ; S1P, n = 881). **, p<0,001 (test de
Student).

(F) Quantification du pourcentage de cellules HelLa surexprimant les GFP-SphKs présentant des
ponts chromosomiques. Les cellules ont été transfectées pendant 48h avant d’étre synchronisées et
relarguées en mitose pendant 120 min. Seules les cellules GFP positives ont été évaluées. Les
histogrammes représentent les moyennes + SEM de deux expériences indépendantes (GFP, n = 417
; GFP-SphK1, n = 487 ; GFP-SphK2, n = 478). *, p<0,05 (ANOVA).

La figure 36D représente des images représentatives de cellules HelLa contrdles (DMSO) ou traitées
par la S1P en cytocinése. Le marquage de I’ADN (DAPI) et des microtubules (a-tubuline) permettent
d’identifier les chromosomes retardés (fleche). La quantification révéle que le traitement par la S1P
induit une augmentation significative de la proportion de cellules HeLa présentant des ponts
chromosomiques (26,6 + 1,5 % versus 14,6 + 0,8 % respectivement) (Figure 36E). De méme, alors
que la population surexprimant la GFP seule ne contient que peu de cellules avec des ponts
chromosomiques (9,4 + 2,5 %), ce pourcentage est fortement augmenté par la surexpression de la
GFP-SphK1 ou de la GFP-SphK2 (26,5 + 3 % et 28 + 2 % respectivement) (Figure 36F).

L’ensemble de ces résultats démontre que la surexpression des SphKs et la S1P alterent la qualité
de la ségrégation chromosomique. Nous posons donc I’hypothése que les défauts d’alignement
induits par la S1P ne sont pas corrigés en prométaphase (Figure 16) altérant ainsi la ségrégation

chromosomique.

11.La S1P semble diminuer I'activité du SAC

Nous avons démontré que la surexpression des SphKs et la S1P raccourcissent la durée de la
prométaphase (Figures 22 et 27). Or, ces conditions induisent également des anomalies d’alignement
des chromosomes qui semblent persister et qui altérent la qualité de la ségrégation chromosomique.
Les erreurs d’alignement résultent d’attachements incorrects qui maintiennent I’activité du SAC,
allongeant la durée de la prométaphase pour permettre leur correction. Nous nous sommes alors

demandé si la S1P affecte I'activité du SAC.
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La surexpression des SphKs et la S1P diminuent I'index mitotique en présence de nocodazole
dans des cellules HelLa et RPE1 (Figures 21D, 27C et données non montrées). Ces résultats
suggérent que le traitement par la S1P altére I'activité du SAC dans les cellules, les faisant rentrer
illégitimement en anaphase en présence de poisons du fuseau mitotique. De plus, la dégradation de
la cycline B1, événement marquant I'inactivation du SAC, est anticipée dans les cellules traitées par
la S1P (Figure 27F) ou surexprimant les SphKs (Figure 3D) par rapport aux cellules contréles.
L’ensemble de ces résultats semble donc indiquer que la surexpression des SphKs ou la stimulation
par la S1P diminuent I’activité du SAC, raccourcissant ainsi la durée de la prométaphase.

Nous avons donc voulu étudier la signalisation du SAC en conditions de traitement par la S1P.
Nous avons quantifié la localisation aux kinétochores d’effecteurs du SAC comme Mad2 et BubR1 en
présence de nocodazole. Ce poison du fuseau désassemble tous les microtubules, bloquant de facto
la formation d’attachements kinétochores-microtubules. Dans ces conditions, nous nous attendons
donc a une présence importante de Mad2 et de BubR1 aux kinétochores libres. Nous avons donc
synchronisé des cellules HelLa a la transition G2/M par le RO3306 comme précédemment puis les
avons relarguées en nocodazole pendant 60 min en présence ou non de S1P. Les cellules ont
ensuite été fixées et nous avons analysé la localisation au niveau des kinétochores de Mad2 et de
BubR1 par immunofluorescence. Brievement, nous avons réalisé des acquisitions en z a I'aide d’un
microscope confocal pour imager la totalité de la hauteur des cellules. Les kinétochores ont été
visualisés a I'aide d’un marquage avec du sérum de patient atteint du syndrome de CREST (maladie
auto-immune qui cible les centromeéres). Pour I’'analyse, une projection de tous les plans en une seule
image a été générée. Pour chaque kinétochore, nous avons défini une ROI (Region Of Interest) et
déterminé l'intensité de fluorescence du CREST. Les ROIs ont ensuite été transposées sur les
projections des marqueurs Mad2 ou BubR1 et I'intensité des fluorescences ont été calculées (Gao et
al., 2011; Posch et al., 2010). Apreés soustraction du bruit de fond, nous avons déterminé le ratio
Mad2/CREST et BubR1/CREST pour décrire la localisation kinétochorienne de ces protéines. Pour
faciliter I'analyse, nous avons programmé une macro fonctionnant sous le logiciel Imaged (cf.
Annexe). Les figures 37 A et 37C sont des projections représentatives d’acquisitions en z décrivant la
localisation de Mad2 et BubR1 (vert) au niveau des kinétochores (CREST, rouge) dans des cellules
HelLa contrbéles (DMSO) ou traitées par la S1P. Notre analyse quantitative révele qu’en présence de
nocodazole, la localisation kinétochorienne de Mad2 est significativement réduite de prés de 40%
dans les cellules traitées par la S1P en comparaison aux cellules contrdles (Figure 37B). De méme, la

proportion de BubR1 au niveau des kinétochores est moindre dans ces cellules (Figure 37D).

132



Figure 37. La S1P affecte la localisation kinétochorienne de Mad2 et de BubR1.

(A) Projections d’acquisitions en z représentatives de la localisation de Mad2 au niveau des
kinétochores dans des cellules HelLa contréles (DMSO) ou traitées par la S1P. Mad2 est marquée en
vert, les kinétochores en rouge (CREST). Barre d’échelle : 10 pm.

(B) Quantification de la localisation kinétochorienne de Mad2 en présence de S1P. Les cellules Hela
ont été synchronisées au RO3306 pendant 16h puis relarguées en mitose en présence de
nocodazole (0,2 pg/ml) + S1P (5 uyM) pendant 60 min. L’intensité du signal Mad2/CREST a été
calculée. Les histogrammes représentent les moyennes + SEM de deux expériences indépendantes
(DMSO, n = 201 kinétochores ; S1P, n = 161). ***, p<0,001 (test de Student).

(C) Projections d’acquisitions en z représentatives de la localisation de BubR1 au niveau des
kinétochores dans des cellules HelLa controles (DMSO) ou traitées par la S1P. BubR1 est marquée en
vert, les kinétochores en rouge (CREST). Barre d’échelle : 10 pm.

(D) Quantification de la localisation kinétochorienne de BubR1 en présence de S1P. Les cellules HelLa
ont été synchronisées au RO3306 puis relarguées en mitose pendant 16h en présence de
nocodazole (0,2 pg/ml) + S1P (5 pM) pendant 60 min. L’intensité du signal BubR1/CREST a été
calculée. Les histogrammes représentent les moyennes + SEM de deux expériences indépendantes
(DMSO, n = 255 kinétochores ; S1P, n = 118). *, p<0,05 (test de Student).
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L’ensemble de ces résultats indique qu’en présence de poisons du fuseau comme le nocodazole,
le traitement par la S1P induit une diminution de la localisation kinétochorienne des protéines
effectrices du SAC Mad2 et BubR1. Comme le nocodazole désassemble tous les microtubules, la
baisse de la présence de ces protéines au niveau des kinétochores ne peut pas résulter de
I’établissement d’attachements entre les kinétochores et les microtubules. Ces résultats suggérent
que la S1P diminue l'activité du SAC en réduisant la proportion de ses acteurs Mad2 et BubR1 au
niveau des kinétochores d’ou ils signalent le blocage de la progression mitotique. Ceci pourrait
expliquer pourquoi la surexpression des SphKs et la S1P raccourcit la durée de la prométaphase

malgré la présence d’erreurs d’alignement des chromosomes.

12.La S1P semble réduire la réponse des cellules aux poisons du fuseau
mitotique

Les poisons du fuseau mitotique comme le nocodazole ou le taxol sont des composés qui ciblent
les microtubules, induisant leur dépolymérisation ou au contraire les stabilisant, ce qui bloque leur
dynamique. Ainsi, ils empéchent I'établissement du fuseau mitotique ou la séparation des
chromatides sceurs. |l est décrit que ces poisons du fuseau arrétent les cellules en mitose par une
activation soutenue du SAC. Si cette incubation est prolongée, les cellules meurent en mitose ou
échappent au SAC et s’engagent en apoptose post-mitotique (Brito and Rieder, 2006a; Galan-Malo
et al., 2012; Huang et al., 2009; Marzo and Naval, 2013). Nos résultats suggerent que la S1P réduit
I’activité du SAC. Nous nous sommes alors demandés si la S1P peut altérer la réponse des cellules
aux poisons du fuseau.

Des cellules HeLa asynchrones ont subi un traitement au nocodazole ou au taxol en présence ou
non de S1P et ont été récupérées en cinétique. L'index mitotique de ces populations a été évalué
comme précédemment. Suite a un traitement par le nocodazole pendant des temps courts (6 —24h),
les cellules sont arrétées en mitose et I'index mitotique augmente (Figure 38A). Au bout de 36h de
traitement, I'index mitotique se réduit, sans doute sous I’effet de I'induction de la mort cellulaire en
réponse au nocodazole (Figure 38A). Cependant, nous avons observé a chaque point de notre
cinétique un index mitotique significativement réduit d’environ 30% dans la population cellulaire
traitée par la S1P en comparaison a celle contrdle (Figure 38A).

Nous avons également réalisé cette expérience en présence de taxol. Le taxol bloque la dynamique
des microtubules nécessaire a I'établissement d’attachements corrects entre kinétochores et
microtubules et a la séparation des chromatides sceurs (Jordan and Wilson, 2004). De plus, il active
le SAC en réduisant la tension kinétochorienne (Musacchio and Salmon, 2007). De fagon similaire,
I'index mitotique de populations cellulaires Hela traitées par le taxol augmente au cours des heures
précoces du traitement. Néanmoins, le pourcentage de cellules en mitose est significativement réduit
de 20% en moyenne tout au long de notre cinétique en présence de S1P en comparaison a la

condition contrdle (Figure 38B).
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Figure 38. La S1P réduit I'arrét des cellules en mitose suite au traitement par des poisons du
fuseau mitotique.

(A) Evolution de I'index mitotique au cours du temps en présence de nocodazole (150 mM) £ S1P (5
pUM) dans une population cellulaire HeLa asynchrone. Le graphe représente les moyennes + SEM de
deux expériences indépendantes (n>500). *, p<0,05 ; **, p<0,01 ; ***, p<0,001 (ANOVA).

(B) Evolution de I'index mitotique au cours du temps en présence de taxol (50 nM) £ S1P (5 uM) dans
une population cellulaire HelLa asynchrone. Le graphe représente les moyennes + SEM de deux
expériences indépendantes (n>500). *, p<0,05 ; **, p<0,01 ; ***, p<0,001 (ANOVA).

Ces résultats sont préliminaires et il convient notamment de déterminer si la diminution de I'index
mitotique dans les cellules traitées par la S1P n’est pas due a une induction de la mort en mitose.
Néanmoins, en absence de poisons du fuseau mitotique, aucune mortalité cellulaire en mitose n’a été
observée lors des expériences de vidéomicroscopie en présence de S1P. Ces données préliminaires
indiquent que le traitement par la S1P diminue I’'accumulation des cellules en mitose induite par le
nocodazole ou le taxol. Ceci suggérerait qu’en présence de S1P, les cellules pourraient échapper a
ces poisons, ce qui constituerait un mécanisme de résistance. Néanmoins, des expériences

complémentaires sont nécessaires pour préciser cette hypothése.
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Discussion générale

La voie SphKs/S1P est largement impliquée dans la régulation de processus fondamentaux comme
la prolifération cellulaire, la survie, la migration ou encore I'adaptation aux stress environnementaux
comme I’hypoxie (Ader et al., 2008; Cuvillier et al., 2010; Maceyka et al., 2012). Dans la littérature,
plusieurs études ont impliqué la voie SphKs/S1P dans la régulation du cycle cellulaire. Notamment, il
a été décrit un réle dans la régulation de I'expression des inhibiteurs de Cdks p21 et p27 ¥*' et de
I’'activité de Cdk2 (Gao and Smith, 2011; Xia et al., 2012). De plus, leur localisation intracellulaire au
niveau des centrosomes ont suggéré qu’elles régulent le processus de division cellulaire en

participant par exemple a I’établissement du fuseau mitotique (Gillies et al., 2009).

Au cours de notre étude, nous avons mis en évidence pour la premiére fois les rbles de la voie
SphKs/S1P dans la régulation de la progression mitotique, le fonctionnement du SAC et la
ségrégation chromosomique. Dans cette partie, nous proposerons une réflexion sur nos résultats et

mettrons nos travaux en perspective.

1. La voie de signalisation SphKs/S1P/S1P; régule la progression en
mitose

1.1. Les SphKs et la S1P

Nos résultats indiquent que la surexpression des SphKs ou le traitement par de la S1P exogene
induisent un raccourcissement de la durée de la prométaphase (Figures 22 et 27). A Iinverse, la
déplétion des SphKs par interférence ARN ou leur inhibition pharmacologique retardent la sortie de la
prométaphase (Figures 24—26). La S1P peut agir de fagon extracellulaire en interagissant avec ses
cing récepteurs S1PRs mais également de maniére intracellulaire (Maceyka et al., 2012). De facon
intéressante, la neutralisation de la S1P par I'utilisation d’un anticorps innovant, le Sphingomab™
(Visentin et al., 2006) prolonge également la durée de la prométaphase (Figure 28). Aucun mécanisme
d’import de cet anticorps dans les cellules n’a été décrit a ce jour, suggérant donc qu’il ne neutralise
que le pool de S1P extracellulaire. Nous avons donc déduit que la régulation de la progression
mitotique par les SphKs requiert la production de S1P et son export hors des cellules. La régulation
de la sécrétion de la S1P par les cellules ne sont pas parfaitement connus a ce jour mais des acteurs
moléculaires ont été identifiés : la famille des transporteurs ABC, notamment ABCA1, ABCC1 et
ABCG2 (Sato et al., 2007; Takabe et al., 2010) et de fagon plus spécifique, le transporteur Spns2
(Hisano et al., 2011; Kawahara et al., 2009). Leur implication dans le contrdle de la mitose par la voie
SphKs/S1P est donc a évaluer.

Une étude récente a suggéré que I'inhibition de la SphK1 altére le déroulement de la cytocinése, ce
qui induirait la formation de cellules tétraploides dans une lignée de cancer du sein (Kotelevets et al.,

2012). Cependant, dans nos conditions, nous n’avons observé aucun défaut de cytocinése au cours
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des expériences de vidéomicroscopie dans des populations HeLa ou RPE1 déplétées pour les
SphKs ou inhibées pour la SphK1 (Figures 24—26). Il est possible cependant que ces différences
phénotypiques soient liées aux modeles cellulaires utilisés. De plus, leurs conclusions reposent sur la
mesure du contenu en ADN par cytométrie de flux en observant les pics d’iodure de propidium. Or, il

est possible que cette technique induise un biais lors de I’'analyse.

1.2. Le récepteur S1P,

Nous avons également caractérisé que I’'expression du récepteur S1P; est requise pour que la voie
SphKs/S1P module la mitose. En effet, la déplétion de ce récepteur a la S1P prolonge la durée de la
prométaphase (Figure 30). En outre, I'effet de la S1P est aboli dans des cellules déplétées pour le
S1Ps, suggérant que seul ce récepteur est impliqué la signalisation de la voie SphKs/S1P pour
réguler la progression mitotique (Figure 31). Ces résultats sont particulierement intéressants car
historiquement, le récepteur S1P; est décrit comme ayant un profil d’expression restreint dans
I’organisme étant principalement exprimé dans le cerveau, la rate, les poumons, le placenta et les
leucocytes du sang périphérique (Im et al., 2001). Cependant, nous avons détecté I'expression de
son ARNm et de la protéine dans un large spectre de lignées cellulaires disponibles au laboratoire,
qu’elles soient transformées, immortalisées ou primaires (Figure 29 et données non montrées). Ses
fonctions biologiques sont peu décrites et concernent a ce jour les cellules du systéeme nerveux
central. Le S1P; induirait la survie des oligodendrocytes (Jaillard et al., 2005) et participerait a la
fonction de la barriere endothéliale au niveau du cerveau (van Doorn et al., 2012). Le S1P; est
également impliqué dans la circulation des cellules NK (Natural Killer) (Mayol et al., 2011; Walzer et
al., 2007). Nous avons décrit ici que le S1P; participe au contréle d’un processus fondamental : la

mitose.

1.3. En aval du récepteur S1P;

Le récepteur S1P; est couplé a différentes protéines G, régulant ainsi plusieurs voies de
signalisation dont celles de la PLC/IP,/Ca*", PI3K/Akt, des GTPases Rho, de I’adénylate cyclase et de
Erk1/2 (Gonda et al., 1999; Im et al., 2001; Jaillard et al., 2005; Malek et al., 2001; Novgorodov et al.,
2007). Nous avons testé I'implication de deux de ces voies en aval du S1P; dans la régulation de la

mitose.

De facon similaire a la neutralisation de la S1P, I'inhibition de Erk1/2 par I’lU0126 retarde la sortie de
la prométaphase (Figure 32). Cependant, dans des cellules inhibées pour Erk1/2, la S1P induit
toujours un raccourcissement de la durée de la prométaphase. De plus, le traitement par la S1P ne
conduit pas a l'activation d’Erk1/2 en présence de I'inhibiteur U0126 (Figure 32A). Ces résultats
suggeérent ainsi que Erk1/2 n’est pas impliquée en aval du S1P; pour réguler la progression mitotique.
Les implications de la voie MAPK au cours de la mitose sont nombreuses dans le contréle de I'entrée
en mitose, de 'assemblage du fuseau, de la progression mitotique ou encore de la fonction du SAC
(Eves et al., 2006; Guadagno and Ferrell, 1998; Hayne et al., 2000; Roberts et al., 2002; Takenaka et
al., 1997; Wright et al., 1999). L’effet de I'inhibition de Erk1/2 peut donc étre la résultante d’une
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conséquence de défauts multiples. Erk1/2 est un acteur majeur de I'activation de la SphK1 par sa
phosphorylation sur le résidu S225 (Pitson et al., 2003). Il est donc possible que I’'allongement de la
durée de la prométaphase observé suite a I'inhibition d’Erk1/2 soit di en partie a la diminution de

I’activité de la SphK1. Cette hypothése est a vérifier.

Nous avons également testé I'implication de la signalisation des PI3Ks/Akt dans la régulation de la
mitose en aval de la voie SphKs/S1P/S1P5;. De fagon analogue a la neutralisation de la S1P,
inhibition des PI3Ks prolonge significativement la durée de la prométaphase (Figure 33). Cette
famille de kinases jouent également des rdles importants dans le contréle de la ségrégation des
chromosomes ou la cytocinese (Garcia et al., 2006; Silio et al., 2012). Leur inhibition peut donc
induire plusieurs défauts qui retardent la progression mitotique. De fagon intéressante, I'effet de la
S1P sur la durée de la prométaphase est aboli dans des cellules traitées par des inhibiteurs des
PI3Ks. Nos données indiquent donc que 'axe SphKs/S1P/S1P; requiert I'activité de la voie des
PI3Ks pour réguler la durée de la mitose. Notre hypothése est que la voie PI3K/Akt puisse agir en
aval de I'axe SphKs/S1P/S1P; pour contrdler la progression mitotique. Il est également possible que
ces deux voies de signalisation agissent en synergie sans relation épistatique particuliere. Nous
voulons notamment mesurer la modulation de I'activité de la voie PIBK/Akt et de ses cibles par la
S1P en mitose afin de comprendre comment les signalisations des PI3Ks et de la S1P sont

imbriquées.

2. Reégulation de I'activité du SAC par la voie SphKs/S1P

Nos données montrent que la voie SphKs/S1P régule la progression mitotique en jouant un réle
lors de la prométaphase. La durée de la prométaphase dépend du SAC. Activé des I'entrée en
mitose, ce point de contrdle doit étre résolu pour la progression de la mitose au-dela de la
métaphase. L’inactivation du SAC n’a lieu que lorsque la totalité des chromosomes sont capturés et
alignés par le fuseau mitotique au niveau de la plaque métaphasique (Musacchio and Salmon, 2007).
Ainsi, la durée de la prométaphase est fonction du temps qu’il faut a la cellule pour capturer et
aligner I'ensemble de ses chromosomes et ce temps lui est fourni par I'activité du SAC. Cependant,
nos résultats indiquent que la surexpression des SphKs et le traitement par la S1P raccourcissent la
durée de la prométaphase (Figures 22 et 27) mais altérent également la qualité de I'alignement des
chromosomes (Figure 35). Ces deux observations suggerent donc que la surexpression de la voie
SphKs/S1P provoque une inactivation précoce du SAC dans des conditions qui normalement
maintiennent son activité. La description de la régulation moléculaire de I'activité du SAC par la voie
SphKs/S1P est cruciale pour la compréhension de leur contrdle de la progression mitotique et de la

ségrégation chromosomique.

Les kinétochores sont les plateformes centrales de I'activité du SAC. Ces structures spécialisées

sont assemblées en mitose au niveau des centroméres des chromatides sceurs. lls sont composés
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d’un grand nombre de protéines qui forment différents niveaux d’organisation permettant notamment
I’interaction avec les microtubules (Figure 8) (Musacchio and Salmon, 2007). Au niveau des
kinétochores libres, de nombreux effecteurs du SAC comme Mps1, Mad1, Mad2, Bub1 ou encore
BubR1 sont recrutés pour signaliser I'arrét de la progression mitotique (Musacchio and Salmon,
2007). La hiérarchie et la régulation du recrutement de ces différentes protéines sont complexes. Il
apparait que I'enrichissement kinétochorien de deux régulateurs primordiaux du SAC, Aurora B et
Mps1, est crucial pour le recrutement des autres effecteurs du SAC et leur signalisation (Heinrich et
al., 2012; Hewitt et al., 2010; Shepperd et al., 2012; Xu et al., 2009; Yamagishi et al., 2012). Aurora B
et Mps1 agissent en coopération pour étre recrutées au kinétochore. La localisation d’Aurora B au
kinétochore dépend notamment de la phosphorylation de I’histone H3 sur la T3 par la kinase Haspin
ainsi que celle de I’histone H2A sur la T120 par Bub1. La phosphorylation de ces histones permet la
liaison avec les protéines Survivin et Borealin, partenaires d’Aurora B avec qui elles forment le
complexe CPC (Chromosome Passenger Complex) (Kelly et al., 2010; Vader et al., 2006; Wang et al.,
2010a; Yamagishi et al., 2010). Chez les métazoaires, le recrutement de Mps1 au kinétochore
dépend de I'activité d’Aurora B (Heinrich et al., 2012; Santaguida et al., 2010; Saurin et al., 2011;
Vigneron et al., 2004). Mps1 phosphoryle la Borealin pour activer Aurora B (Jelluma et al., 2008). De
plus, Mps1 participe au recrutement d’Aurora B induit par I'intermédiaire de Bub1 (van der Waal et
al., 2012).

Mps1 joue un rble prépondérant dans le recrutement des autres protéines du SAC au niveau du
kinétochore comme Mad1, Mad2, Bub1 ou Bub3 (Abrieu et al., 2001; Kwiatkowski et al., 2010;
Maciejowski et al., 2010; Santaguida et al., 2010). Mps1 phosphoryle KNL-1 au kinétochore,
permettant le recrutement de Bub1 et de Bub3, mais également de Mad1 et de BubR1 (London et al.,
2012; Rischitor et al., 2007; Shepperd et al., 2012; Vanoosthuyse et al., 2004; Yamagishi et al., 2012).
Mps1 permet également le recrutement du complexe RZZ (Rod-Zwilch-ZW10) requis pour recruter
Mad1 (Kiyomitsu et al., 2007; Kops et al., 2005).

L’inactivation du SAC est déclenchée par la capture des kinétochores et I'alignement des
chromosomes par les microtubules du fuseau mitotique (Foley and Kapoor, 2013; Musacchio and
Salmon, 2007). L’interaction kinétochores-microtubules induit notamment le relargage de protéines
du SAC comme Mad1, Mad2, Mps1, le complexe RZZ ou encore Spindly du kinétochore par I’action
de moteurs protéiques, les dynéines (Basto et al., 2004; Gassmann et al., 2010; Hoffman et al., 2001;
Howell et al., 2001; King, 2008; Musacchio and Salmon, 2007; Wojcik et al., 2001). p31°™! interagit
avec Mad? et favorise la rupture du MCC et I'ubiquitinylation de Cdc20 (Teichner et al., 2011; Varetti
et al., 2011; Westhorpe et al., 2011). Sa réactivation en périphérie des kinétochores occupés par des
microtubules peut également participer a son extraction et a I'inactivation du SAC. Cependant, les
mécanismes activateurs de p31°™ 3 la périphérie des kinétochores attachés sont encore inconnus
(Musacchio and Salmon, 2007; Westhorpe et al.,, 2011). L’extinction du SAC au niveau des
kinétochores dépend également de I'action de PP1 (Pinsky et al., 2009; Vanoosthuyse and Hardwick,

2009). Le recrutement de PP1 au kinétochore dépend de KNL-1 ou il est supposé qu’elle
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déphosphoryle plusieurs substrats, notamment ceux de Mps1, pour inactiver le SAC (Foley and
Kapoor, 2013). La rupture de l'interaction PP1—KNL-1 induit une incapacité a inactiver le SAC dans

plusieurs organismes modeéles (Espeut et al., 2012; Meadows et al., 2011; Rosenberg et al., 2011).

Nos résultats indiquent que le traitement par la S1P diminue la localisation kinétochorienne de
Mad2 et de BubR1 (Figure 37) en présence de nocodazole. Cette observation peut expliquer
pourquoi la surexpression de la voie SphKs/S1P induit une inactivation précoce du SAC en présence
de chromosomes non alignés par le fuseau mitotique. La diminution de la localisation
kinétochorienne de Mad2 et de BubR1 peut résulter d’'un recrutement moindre de ces protéines ou
alors de leur extraction plus efficace des kinétochores. Comme nous venons de le voir, la localisation
kinétochorienne de ces protéines résulte de processus complexes régulés par de nombreux
recruteurs et dépend également de leur extraction en réponse notamment a la capture du
kinétochore par les microtubules. Dans nos conditions, nous avons traité les cellules par le
nocodazole, un puissant désassembleur des microtubules. Il est donc peu probable que la
diminution de la présence de Mad2 et de BubR1 au niveau des kinétochores résulte de leur
extraction par les dynéines car leur effet dépend des microtubules.

Le traitement par la S1P peut altérer la localisation et/ou le fonctionnement des protéines impliqués
dans le recrutement de Mad2 et de BubR1 comme Aurora B ou Mps1. Il est bien décrit que
I’inhibition ou la déplétion de ces protéines bloque le recrutement des autres effecteurs du SAC et
induisent une perte de I'activité du point de contréle (Heinrich et al., 2012; Musacchio and Salmon,
2007; van der Waal et al., 2012; Vigneron et al., 2004; Yamagishi et al., 2010). De plus, la S1P peut
altérer la formation, le recrutement et/ou la maintenance au kinétochore du complexe MCC
comprenant a la fois Mad2 et BubR1. Le complexe MCC est notamment adressé au kinétochore par
le recrutement de ses différents partenaires dépendant de la phosphorylation de KNL-1 et du
complexe RZZ par Mps1 (London et al.,, 2012; Rischitor et al., 2007; Shepperd et al., 2012;
Vanoosthuyse et al., 2004; Yamagishi et al., 2012). Il sera intéressant d’étudier si le traitement par la
S1P altere le recrutement et I'activité d’Aurora B et de Mps1. En effet, I’altération de ces protéines
peut expliquer pourquoi nous retrouvons une quantité moindre de Mad2 et de BubR1 au niveau des
kinétochores en réponse a une stimulation par la S1P.

Il est également possible que I’extraction de Mad2 et de BubR1 résulte de I'activité de
phosphatases comme PP1. Cependant, il n’est pas clair aujourd’hui si le recrutement de PP1 par
KNL-1 dépend de la présence de microtubules au niveau du kinétochores. Les cibles de PP1 sont
encore obscures mais il est supposé que PP1 déphosphoryle les substrats de Mpsi1 (Foley and
Kapoor, 2013). Parmi ces substrats, la phosphorylation de KNL-1 par Mps1 est requise pour le
recrutement de BubR1. Il est donc possible que la déphosphorylation de KNL-1 par PP1 si elle se

produit participe au relargage de BubR1 du kinétochore.

La réduction de la localisation de Mad2 et de BubR1 au niveau des kinétochores en présence de

S1P peut étre extrapolée a une diminution de I'activité du SAC. Dans ce cas, les cellules traitées par
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la S1P peuvent entrer en anaphase alors que tous leurs chromosomes ne sont pas correctement
alignés, ce qui expliquerait le fort pourcentage d’erreurs d’alignement observés dans les cellules
surexprimant les SphKs ou traitées par la S1P (Figure 35). Les cellules disposent d’un mécanisme de
correction des attachements incorrects entre kinétochores et microtubules pour rectifier les
anomalies d’alignement. Ce mécanisme repose supposément sur la tension établie au niveau des
kinétochores par les microtubules du fuseau. Lors d’un attachement normal ou amphitélique, chaque
pble du fuseau capture par I'intermédiaire de ses microtubules un kinétochore d’un chromosome.
Les forces exercées par le fuseau sont opposées générant ainsi une tension et étirant les
kinétochores d’un méme chromosome. Le modele de correction des attachements proposé postule
que cet étirement éloigne le complexe KMN de protéines comme Aurora B (Maresca and Salmon,
2009; Uchida et al., 2009) qui le phosphoryle pour déstabiliser les attachements kinétochores-
microtubules (Foley and Kapoor, 2013; Musacchio and Salmon, 2007). Des attachements
monotéliques ou syntéliques ne permettent pas I’établissement de tension kinétochorienne (Figure 6).
Dans ces conditions, Aurora B peut phosphoryler ses substrats comme le complexe KMN et
provoquer la rupture de ces attachements incorrects (Foley and Kapoor, 2013; Musacchio and
Salmon, 2007). La résolution des attachements mérotéliques est plus complexe. Un attachement
meérotélique est produit lorsque pour un chromosome donné, un kinétochore est relié¢ aux deux pbles
du fuseau par leurs microtubules kinétochoriens (Foley and Kapoor, 2013; Khodjakov and Pines,
2010; Musacchio and Salmon, 2007). Dans ce cas, I'intensité des forces de tension dépend du
nombre de microtubules issus de chaque poéle interagissant avec le kinétochore. Chez les
mammiféres, on estime que chaque kinétochore interagit en moyenne avec une trentaine de
microtubules. Ainsi, si au niveau d’un kinétochore capturé de fagon mérotélique le nombre des
microtubules impliqués dans I'attachement émanant d’un péle differe fortement de celui issu de
’autre pble, la tension kinétochorienne établie sera modérée, rendant I’'attachement sensible a la
machinerie de correction. En revanche, si le nombre de microtubules impliqués de part et d’autre est
comparable, une tension efficace sera générée, étirant le kinétochore et pouvant le rendre insensible
au SAC ou du moins a la correction. La tolérance de ce type d’attachement induit la génération de
chromosomes retardés et altére potentiellement la qualité de la ségrégation chromosomique (Holland

and Cleveland, 2012; Musacchio and Salmon, 2007; Vitre and Cleveland, 2012).

3. Conséqguences de la surexpression de la voie SphKs/S1P sur la
stabilité du génome

La mitose est un processus fondamental permettant la multiplication cellulaire et la transmission

fidéle du matériel génétique. De nombreux régulateurs de la mitose sont retrouvés fréquemment

altérés dans le cancer (Carter et al., 2006; Kops et al., 2005; Perez de Castro et al., 2007). Cette

dérégulation altére notamment la qualité de la ségrégation chromosomique entre les cellules filles,

générant de I’'aneuploidie et de I'instabilité chromosomique, deux caractéristiques de la plupart des

tumeurs humaines (Hanahan and Weinberg, 2000, 2011). Ensemble, ces événements contribue a
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I’apparition du cancer ainsi qu’a la croissance tumorale et I’acquisition de propriétés agressives et de
résistance a la mort induite par diverses sources de stress environnementaux ou a la thérapie
(Gudimchuk et al., 2013; Potapova et al., 2013; Putkey et al., 2002; Weaver et al., 2003; Weaver et
al., 2007).

Nos résultats démontrent que la surexpression de la voie SphKs/S1P altere la qualité de la
ségrégation chromosomique (Figure 36). La conséquence peut étre la génération de cellules
aneuploides. Une trop forte altération du contenu en ADN des cellules n’est généralement pas viable.
Les erreurs massives de ségrégation produites par I'inactivation compléte du SAC ou le ciblage du
fuseau mitotique induisent la mort cellulaire (Ganem et al., 2009; Kops et al., 2004; Michel et al.,
2004a). Inversement, plusieurs études montrent que de faibles taux d’aneuploidie et d’instabilité
chromosomique peuvent favoriser l'initiation et la progression tumorale (Gudimchuk et al., 2013;
Putkey et al., 2002; Weaver et al., 2003; Weaver et al., 2007) mais également constituer une source
de variation génétique permettant I’adaptation de la tumeur aux différents stress son environnement
et a la thérapie (Potapova et al., 2013). Il est donc important de déterminer si I'altération de la
ségrégation chromosomique induite par la surexpression de la voie SphKs/S1P provoque ou non la
mort des cellules aneuploides.

Dans de nombreuses tumeurs, I'apparition de cellules aneuploides est généralement associée a la
perte du suppresseur de tumeur p53, un événement caractéristique de nombreux cancers qui
apparait relativement t6t dans I’initiation tumorale (Galipeau et al., 1996; Ramel et al., 1995; Soussi,
2007; Soussi and Wiman, 2007; Vogelstein et al., 2000; Weisz et al., 2007). Les souris P53
développent tres rapidement des tumeurs spontanées et notamment des lymphomes T connus pour
étre fréquemment aneuploides (Donehower et al., 1992; Jacks et al., 1994). Dans des cellules
proficientes pour p53, la présence d’aneuploide post-mitotique induit un arrét de la prolifération dans
la phase G1 suivante. En revanche, la perte de p53 confére a ces cellules la capacité a entrer de
nouveau dans le cycle cellulaire (Borel et al., 2002; Casenghi et al., 1999; Cross et al., 1995; Khan
and Wahl, 1998; Lanni and Jacks, 1998; Minn et al., 1996; Stewart et al., 1999). Il est intéressant de
noter qu’en réponse a de nombreux stress génotoxiques, la protéine p53 est accumulée et induit la
protéolyse de la SphK1 (Taha et al., 2004). Ceci a pour conséquences la diminution des taux de S1P
et 'augmentation du céramide pour induire un arrét de la prolifération cellulaire, I'apoptose ou la
sénescence (Heffernan-Stroud et al., 2012; Heffernan-Stroud and Obeid, 2011). La mutation de p53
dans les tumeurs est accompagnée d’une augmentation de I’expression de la SphK1 (Samper et al.,
2009). La voie SphKs/S1P étant impliquée dans la régulation de la survie et de la prolifération
cellulaire, nous pouvons postuler que sa surexpression favorise la résistance a la mort et I'expansion
de clones présentant un contenu génomique aneuploide, et ce d’autant plus dans un contexte de

déficience pour p53.
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4. Surexpression de la voie SphKs/S1P et sensibilité a la chimiothérapie
anti-mitotique

La voie SphKs/S1P est largement impliquée dans la transformation cellulaire, la progression
tumorale, le processus métastatique et I'adaptation aux stress environnementaux comme I’hypoxie
ou induits par des agents thérapeutiques (Ader et al., 2008; Bonhoure et al., 2008; Bonhoure et al.,
2006; Brizuela et al., 2010; Cuvillier et al., 2010; Dayon et al., 2009; Maceyka et al., 2012; Pchejetski
et al., 2005; Ponnusamy et al., 2012; Xia et al., 2000). Il est aujourd’hui bien établi que la SphK1 est
retrouvée surexprimée dans un large spectre de tumeurs humaines comme le cancer du sein, de la
prostate, du rein, du cblon, du poumon, de I'estomac, de I'utérus, de I'ovaire, dans le glioblastome,
ou encore dans la leucémie aiglie myéloide (Cuvillier et al., 2010; French et al., 2003; Johnson et al.,
2005; Kawamori et al., 2006; Kohno et al., 2006; Li et al., 2009; Ruckhaberle et al., 2008; Song et al.,
2011). Dans plusieurs de ces études, I'augmentation de I'expression de la SphK1 corréle avec un
grade tumoral plus important et, surtout, avec une survie des patients réduite (Kawamori et al., 2006;
Li et al., 2008; Li et al., 2009; Malavaud et al., 2010; Ruckhaberle et al., 2008; Van Brocklyn et al.,
2005). De plus, le niveau d’expression de la SphK1 est corrélé a l'efficacité de la réponse
thérapeutique ainsi qu’a l'apparition de résistance a divers agents de chimiothérapie ou a la
radiothérapie dans de nombreux cancers (Akao et al., 2006; Baran et al., 2007; Bonhoure et al., 2008;
Bonhoure et al., 2006; Brizuela et al., 2010; Dayon et al., 2009; Guillermet-Guibert et al., 2009;
Malavaud et al., 2010; Pchejetski et al., 2008; Pchejetski et al., 2005; Sobue et al., 2008).

En chimiothérapie, certains agents agissent spécifiquement au cours de la mitose pour tuer les
cellules prolifératives : il s’agit des poisons du fuseau (Jordan and Wilson, 2004). Ces composés
ciblent les microtubules et bloquent leur dynamique. Parmi eux, le paclitaxel, ou taxol, de la famille
des taxanes, stabilise I'extrémité « + » des microtubules, empéchant leur dépolymérisation. Le
paclitaxel provoque notamment la baisse de la tension kinétochorienne soutenant ainsi I'activation du
SAC (Jordan and Wilson, 2004; Musacchio and Salmon, 2007). De plus, le blocage de la dynamique
des microtubules altére le processus de correction des attachements incorrects ainsi que la
progression en anaphase. Cependant, il est décrit qu’au cours d’une longue incubation avec du
paclitaxel, les cellules sont capables d’échapper a l'arrét en mitose par le SAC entrainant tres
généralement la formation de cellules généralement aneuploides (Brito and Rieder, 2006b; Marzo and
Naval, 2013).

Nous avons évalué la capacité des cellules a s’arréter en mitose par un traitement par les poisons
du fuseau mitotique (Figure 38). Nos résultats indiquent qu’en présence de nocodazole ou de taxol,
I'index mitotique de populations traitées par la S1P diminue significativement par rapport a celui des
contrdles. Au vu de nos données sur le SAC, il est possible que cette diminution résulte d’une
incapacité des cellules a maintenir 'activité du point de contrble provoquant ainsi une sortie
prématurée de mitose. Partant de cette hypothese, ceci suggére que le traitement par la S1P diminue

la sensibilité des cellules a ces poisons du fuseau. Il ne faut pas non plus négliger I'lhypothése d’une
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mortalité plus importante en mitose du fait du double traitement taxol/S1P. Cependant, notre équipe
a établi que la SphK1 est impliquée dans I'acquisition de résistance au docétaxel, un analogue du
paclitaxel utilisé pour le traitement clinique du cancer de la prostate (Akao et al., 2006; Pchejetski et
al., 2008; Pchejetski et al., 2005), suggérant ainsi que la voie SphKs/S1P puisse participer a cette
résistance en diminuant la sensibilité des cellules en mitose. Ces hypothéses sont a approfondir.
Dans un premier temps, une expérience simple serait de suivre par vidéomicroscopie des cellules
traitées par le paclitaxel en présence ou non de S1P. Ceci permettrait de déterminer si le double
traitement paclitaxel/S1P induit une augmentation ou non de la mort en mitose mais également si les
cellules traitées par la S1P sortent de mitose plus rapidement que les cellules contrdles et de suivre

leur devenir : vont-elles mourir ou continuer a proliférer ?

Il est intéressant d’étudier si la S1P protége de la mort induite par les poisons du fuseau car ceci
pourrait constituer une explication moléculaire a la contribution de la voie SphKs/S1P a la résistance
notamment au docétaxel (Akao et al., 2006; Pchejetski et al., 2008; Pchejetski et al., 2005). Il est
également décrit que I'inhibition de la SphK1 permet de sensibiliser les cellules a I'apoptose induite
par le docétaxel (Akao et al., 2006; Pchejetski et al., 2008; Pchejetski et al., 2005; Sauer et al., 2009;
Song et al., 2011). Cependant, |l apparait aujourd’hui plus intéressant de cibler la S1P que les SphKs.
Les inhibiteurs pharmacologiques de la SphK1 n’ont pour le moment pas été réellement concluants
en clinique. Par contre, '’émergence de nouveaux outils innovants, des anticorps neutralisant la S1P,
le Sphingomab™ et sa version humanisée le sonepcizumab (ASONEP™), suscite un grand intérét.
Ces anticorps n’agissent que sur la signalisation extracellulaire de la S1P; ses fonctions
intracellulaires restent donc inaffectées. Le sonepcizumab a subi des essais cliniques de phase | et |l
respectivement pour le traitement des tumeurs solides et des carcinomes rénaux (Lpath Inc.). De
plus, des données en cours de publication dans notre équipe indiquent un réle novateur dans le
processus de normalisation vasculaire. |l serait donc intéressant de déterminer si la neutralisation de
la S1P par ces outils innovants permet de sensibiliser les cellules a la mort induite par les agents

chimiothérapeutiques anti-mitotiques.

L’ensemble de nos travaux constitue la premiere étude décrivant le role de la voie SphKs/S1P dans
le controle de la mitose. Nous montrons que sa surexpression, fréquemment retrouvée dans le
cancer, entraine des défauts de la progression mitotique et de la ségrégation chromosomique,
pouvant conduire a de I'aneuploidie. De plus, nos données préliminaires peuvent suggérer que la
surexpression de la voie SphKs/S1P réduise la sensibilité des cellules aux poisons du fuseau
mitotique comme le paclitaxel utilisé en chimiothérapie antitumorale. Ces travaux sont de nature a
mieux comprendre comment la voie SphKs/S1P participe au développement tumoral et renforcent

son intérét comme cible thérapeutique dans le traitement du cancer.
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1. Macro Image J développée pour l'analyse de la localisation
kinétochorienne de Mad2 et de BuBR1

/*

GA 2013 Macro pour quantifier la fluorescence d'une ROI corrigée par le background
Version 1.0

*/

run("Clear Results");

/*
Pour demander le répertoire ou enregistrer les données :
+ ou ouvrir les images

+ boucle pour ouvrir chaque image
*
/

fichier=getDirectory("Where are the files ?") ;
listelmages=getFileList(fichier) ;

for (n=0; n< listelmages.length; n++){

while (nlImages>0) {
selectimage(nimages);
close();

open(fichier+ listelmages[n]);
//Définir le nom du signal a analyser

var c1Signal = "DAPI";
var c2Signal = "signal;
var c3Signal = "CREST";
var chosenSignal;

rename("stack");

run("Split Channels");
selectWindow("C1-stack");

run("Z Project...", "projection=[Sum Slices]");
selectWindow("C2-stack");

run("Z Project...", "projection=[Sum Slices]");
selectWindow("C3-stack");

run("Z Project...", "projection=[Sum Slices]");

Dialog.create("Channel 1");

Dialog.addMessage("Enter the name of the signal in C1");
Dialog.addString("Signal:", c1Signal, 12);

Dialog.show();

c1Signal = Dialog.getString();

c2Choice = newArray("Aurora B pThr232", "Aurora B", "Mad2", "BubR1");
Dialog.create("Channel 2");
Dialog.addChoice("Signal:", c2Choice);
Dialog.show();
c2Signal = Dialog.getChoice();

180



Dialog.create("Channel 3");

Dialog.addMessage("Enter the name of the signal in C3");
Dialog.addString("Signal:", c3Signal, 12);

Dialog.show();

c3Signal = Dialog.getString();

selectWindow("SUM_C1-stack");
close;
selectWindow("SUM_C2-stack");
close;
selectWindow("SUM_CS3-stack");
close;

// Sélection du canal a analyser, Projection en z
channelChoice = newArray(c1Signal, c2Signal, c3Signal);
Dialog.create("Chosen Signal");
Dialog.addChoice("Enter the name of the signal to analyze", channelChoice);
Dialog.show();
chosenSignal = Dialog.getChoice();

selectWindow("C1-stack");
rename(c1Signal);

selectWindow("C2-stack");
rename(c2Signal);

selectWindow("C3-stack");
rename(c3Signal);

//\WaitForUser sélectionner les plans et faire manuellement les z stacks

waitForUser( "Z projection","Select the planes and do the z projections.\nPress OK when you are
done.");

selectWindow(c1Signal);
close();
selectWindow(c2Signal);
close();
selectWindow(c3Signal);
close();

// Calcul de I'intensité des Kinétochores
// Déclaration variables

var backIntDen1;

var backIntDen2;

var backlntDen3;

var intBackground;

var intKt;
var areaKt;
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var correctedIntKt;
var result;

var nombreKits;

var counter=1;
var numeroLigne=0;
var numeroLigneResult=0;

// Sélectionner des zones de background

setTool("rectangle");
makeRectangle(93, 72, 7, 7);
waitForUser( "Background ","Add to the ROI Manager 3 background \n\nrectangular zones (same
size).\n\nPress OK when you are done.");

roiManager("Select", 0);

roiManager("Measure");

roiManager("Select", 1);

roiManager("Measure");

roiManager("Select", 2)
roiManager("Measure");

backintDen1=getResult("IntDen",0);
backintDen2=getResult("IntDen",1);
backintDen3=getResult("IntDen",2);
intBackground=(backIntDen1+backintDen2+backintDen3)/3;

// Définition des ROI
roiManager("Select", 0);
roiManager("Delete");
roiManager("Select", 0);
roiManager("Delete");
roiManager("Select", 0);
roiManager("Delete");
run("Clear Results");

setTool("polygon");
waitForUser( "Kinetochores ","Add the ROI to the ROl Manager.\n\nPress OK when you are done.");
// Déclaration de la fonction measurelntensityKt

function measurelntensityKt (numeroLigne, intKt, areaKt, intBackground, correctedIntKt)

{

roiManager("Select", numeroLigne);
roiManager("Measure");

intKt=getResult("IntDen", numeroLigne);
areaKt=getResult("Area", numeroLigne);

correctedIntKt = intKt - (areaKt * intBackground);

return correctedIntKt;
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// Déclaration de la fonction measurelntensitySignal

function measurelntensitySignal (numeroLigne2, intSignal, areaSignal, intBackgroundSignal,
correctedIntSignal)

{
roiManager("Select", numeroLigne2);
roiManager("Measure");

intSignal=getResult("IntDen", numeroLigne?2);
areaSignal=getResult("Area", numeroLigne?2);

correctedIntSignal = intSignal - (areaSignal * intBackgroundSignal);

return correctedIntSignal;

// Définir le nombre de kinétochores

Dialog.create("Kts number");
Dialog.addMessage("How many Kts to analyze ?");
Dialog.addString("n=", nombreKis);
Dialog.show();
nombreKts = Dialog.getString();

// Déclaration de la boucle

while (counter<=nombreKts)

{
result = measurelntensityKt (humeroLigne, intKt, areaKt, intBackground, correctedIntKt);
setResult("Kt Intensity", numeroLigneResult, result);
numerolLigneResult++;
numerolLigne++;
counter++;
}

saveAs("Measurements", fichier+ listelmages[n]+"-Resultats IntDen Kinetochore.xIs");
// Calcul de l'intensité du Signal
// Déclaration variables

var backlntDenSignali;
var backlntDenSignal2;
var backlntDenSignal3;
var intBackgroundSignal;

var intSignal;

var areaSignal;

var correctedIntSignal;
var resultSignal;

var numerolLigne2=0;
var counter2=1;
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var numerolLigneResult2=0;

// Sélectionner des zones de background
selectWindow("SUM_"+chosenSignal);

run("Clear Results");

setTool("rectangle");

makeRectangle(93, 72, 7, 7);

waitForUser( "Background ","Add to the ROI Manager 3 background \n\nrectangular zones (same
size).\n\nSelect and press OK when you are done.");

roiManager("Measure");

backIntDenSignal1=getResult("IntDen",0);
backIntDenSignal2=getResult("IntDen",1);
backIntDenSignal3=getResult("IntDen",2);
intBackgroundSignal=(backIntDenSignal1+backintDenSignal2+backintDenSignal3)/3;

// Récupération des ROI, calcul et sauvegarde de I'intensité du signal a quantifier

waitForUser( "Delete bakground ROI","Delete the background ROI of the ROl Manager. \n\nPress OK
when you are done.");

while (counter2<=nombreKts)
{

resultSignal = measurelntensitySignal (numeroLigne2, intSignal, areaSignal,
intBackgroundSignal, correctedIntSignal);

setResult("Signal Intensity", numeroLigneResult2, resultSignal);

numerolLigneResult2++;

numerolLigne2++;

counter2++;

}

saveAs("Measurements"”, fichier+ listelmages[n]+"-Resultats IntDen Signal.xls");

//Sauvegarde des images

selectWindow("SUM_"+c1Signal);

run("8-bit");

saveAs("Tiff", fichier+ listelmages[n]+"-SUM_"+c1Signal);
close();

selectWindow("SUM_"+c2Signal);

run("8-bit");

saveAs("Tiff", fichier+ listelmages[n]+"-SUM_"+c2Signal);
close();

selectWindow("SUM_"+c3Signal);

run("8-bit");

saveAs("Tiff", fichier+ listelmages[n]+"-SUM_"+c3Signal);
close();
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2. Article autorisant la soutenance de la these

L’Ecole Doctorale Biologie, Santé, Biotechnologies demande la publication signée en premier
auteur par I’étudiant d’un article scientifique dans un journal a comité de lecture pour autoriser la
soutenance de la thése. Nos travaux présentés ici portant sur le réle de la voie sphingosine
kinase/sphingosine 1-phosphate dans le contrble de la division cellulaire sont en cours de
préparation pour publication. Toutefois, nous avons précédemment publié un autre article ou je signe
en premier nom résultant d’'une étude antérieure réalisée dans la précédente équipe de ma directrice

de thése Anastassia Hatzoglou. Ce travail porte sur le réle de la GTPase Gem au cours de la mitose.
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ABSTRACT Within the Ras superfamily, Gem is a
small GTP-binding protein that plays a role in regulat-
ing Ca®" channels and cytoskeletal remodeling in inter-
phase cells. Here, we report for the first time that Gem
is a spindle-associated protein and is required for
proper mitotic progression. Functionally, loss of Gem
leads to misaligned chromosomes and prometaphase
delay. On the basis of different experimental ap-
proaches, we demonstrate that loss of Gem by RNA
interference induces spindle elongation, while its en-
forced expression results in spindle shortening. The
spindle length phenotype is generated through deregu-
lation of spindle dynamics on Gem depletion and
requires the expression of its downstream effector, the
kinesin Kif9. Loss of Kif9 induces spindle abnormali-
ties similar to those observed when Gem expression is
repressed by siRNA. We further identify Kif9 as a new
regulator of spindle dynamics. Kif9 depletion increases
the steady-state levels of spindle a-tubulin by increasing
the rate of microtubule polymerization. Overall, this
study demonstrates a novel mechanism by which Gem
contributes to the mitotic progression by maintaining
correct spindle length through the kinesin Kif9.—
Andrieu, G., Quaranta, M., Leprince, C., Hatzoglou, A.
The GTPase Gem and its partner Kif9 are required for
chromosome alignment, spindle length control, and
mitotic progression. FASEB J. 26, 5025-5034 (2012).
www.fasebj.org

Key Words: cell division - cytoskeleton + microtubules - pro-
metaphase

Abbreviations: DAPI, 6'-diamidino-2-phenylindole; GAP,
GTPase-activating protein; GDP, guanosine diphosphate;
GTP, guanosine triphosphate; GFP, green fluorescent pro-
tein; GTPase, guanosine triphosphatase; Gmip, Gem-interact-
ing protein; Kif9, kinesin 9; MLC, myosin light chain; NEBD,
nuclear envelope breakdown; PCR, polymerase chain reac-
tion; PFA, paraformaldehyde; RGK, Rad, Gem/Kir; ROK,
Rho kinase; RT-PCR, reverse transcription—polymerase chain
reaction; SDS-PAGE, sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide-
gel electrophoresis; siRNA small interfering RNA
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GEM Is AN atypical protein of the Ras-related guanosine
triphosphatase (GTPase) superfamily, whose expres-
sion is induced by mitogenic stimulations in several cell
types (1-3). It belongs to the Rad, Gem/Kir (RGK)
subfamily, including Rad (4) Gem (and its mouse
ortholog Kir; refs. 1, 5), Reml (also known as Rem or
Ges), and Rem?2 proteins (6, 7), which share several
striking characteristics (8). First, their expression is
regulated at the transcription level. Second, they ex-
hibit atypical nucleotide-binding motifs compared with
other Ras family proteins, and therefore RGK proteins
probably share an exclusive molecular mechanism for
guanosine triphosphate (GTP) hydrolysis. Third, they
carry both large N- and C-terminal extensions. Fourth,
the C-terminal extension does not contain consensus
lipid modification motifs but appears necessary for
plasma membrane localization (8, 9).

RGK proteins have been shown to carry out two
distinct functions: regulation of Ca®* channels and
cytoskeleton remodeling (8, 10). Ges, the human or-
tholog of murine Rem, promotes endothelial cell
sprouting and reorganization of the actin cytoskeleton
(11), while Gem promotes cell elongation and neurite
extension (12, 13). Gem has been implicated in playing
a role in cytoskeletal organization and immunofluores-
cence, and cell fractionation studies have localized part
of Gem with actin microfilaments and microtubules.
Gem antagonizes Rho kinase (ROK)-induced neurite
retraction and causes stress fiber disassembly and focal
adhesion dissolution in fibroblasts and epithelial cells
(14, 15). Direct interaction of Gem with ROK inhibits
ROKB-mediated phosphorylation of both myosin light-
chain (MLC) and myosin-binding subunits, resulting in
actin cytoskeleton rearrangements. In addition to this
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mechanism, we have previously described another
Gem-mediated cytoskeletal regulatory cascade. This
signaling includes both the novel Gem-interacting pro-
tein (Gmip) and the membrane cytoskeletal linker
Ezrin (12, 16). Gem-Ezrin interaction at the plasma
membrane is required for the activation of Gmip,
which functions as a RhoA GTPase-activating protein
(GAP), leading to local inactivation of RhoA signaling
(12). The identification of the microtubule-associated
protein, kinesin 9 (Kif9), a member of the kinesin 9
family (17), as a Gem-binding partner, suggests Gem-
dependent activation of downstream effectors at the
level of microtubules (18). Furthermore, a second
microtubule-associated protein, tau, abolishes Gem-
induced cell elongation (19), although direct interac-
tion between both proteins is lacking. These results
suggest that Gem might regulate cytoskeleton-depen-
dent cellular functions.

Mitosis is a cellular process that requires profound
cytoskeletal reorganization to ensure precise spatial
and temporal coordination of spindle assembly and
positioning, chromosome segregation, and cytokinesis.
To this end, microtubules and actin cytoskeleton un-
dergo active remodeling, and both play essential roles
during mitosis, including chromosome capture, con-
gression, and segregation (20, 21). A growing body of
evidence suggests that Rho GTPases, main cytoskeletal
regulators in interphase, play a role at different steps of
mitosis, including centrosome positioning, chromo-
some-kinetochore attachment, and spindle orientation
and dynamics (22).

In the present study, we have examined the role of
Gem GTPase during cell division. To the best of our
knowledge, this is the first report describing Gem as a
spindle-associated protein that regulates mitotic pro-
gression. We report that loss of Gem affects spindle
length and dynamics, resulting in cell division arrest in
prometaphase. We provide evidence that downstream
effector Kif9 interacts with Gem and is responsible for
Gem-induced mitotic effects. Overall, our study identi-
fies Gem as a new regulator of mitotic spindle length,
which is essential for accurate mitotic progression.

MATERIALS AND METHODS

Antibodies, reagents, and constructs

Antibodies used were as follows: anti-green fluorescent pro-
tein (GFP; Roche Applied Sciences, Meylan, France); anti-
Myc (Calbiochem; Merck Chemicals, Nottingham, UK); anti-
a-tubulin and anti-y-tubulin (Sigma-Aldrich, St. Louis MO,
USA); mouse monoclonal, anti-Kif9 (Santa Cruz Biotechnol-
ogy, Santa Cruz, CA, USA); goat and anti-a-tubulin (Abcam,
Cambridge, UK); rabbit polyclonal and human serum anti-
CREST (a gift from Dr. J. Goetz, Strasbourg Hospital, Stras-
bourg, France). Rabbit antibodies against Gem and Gmip
were described previously (12, 16). Protease and phosphatase
inhibitor cocktails were purchased from Roche Applied Sci-
ences. The cyclin-dependent kinase 1 inhibitor RO3306 was
obtained from Calbiochem, and the other chemicals were
obtained from Sigma-Aldrich.
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The full-length human Gem sequence was amplified with
Plus polymerase mixture from pRK5Gem plasmid (12) using
the following primer pair: 5-TCTGAATAATGTCACCAT-
GCGCCA-3" and 5-AGAGAGGTCATGGCAGGATTTGGA-3'.
The amplified product was digested by EcoRI and BamH1 and
subcloned into pEGFP-C1 (Clontech, Mountain View, CA,
USA). The sequence was confirmed by DNA sequencing. The
plasmid pCMV6 encoding chimeric GFP-human Kif9 (GFP-
Kif9) was obtained from OriGene Technologies (Rockville,
MD, USA).

Cell culture, small interfering RNAs (siRNAs), and
transfection

HeLa and RPE1 cells were obtained from American Type
Culture Collection (Rockville, MD, USA). Hela cells were
cultured in DMEM and RPE1l cells in DMEM-F12, both
supplemented with 10% FBS and antibiotics at 37°C and 5%
CO,. When mentioned, cells were synchronized in mitosis by
nocodazole (200 ng/ml for 16 h) or RO3306 (10 uM for 16
h) treatment, as described previously (23). siRNA duplexes
were synthesized by Eurogentec (Liege, Belgium). The tar-
geted sequences are 5'-CGUACGCGGAAUACUUCGA-3' for
control luciferase (not recognizing any human mRNA se-
quence); 5'-CAGAGGACAUUCCCAUAAU-3' (Gem siRNA2);
5'-GCCACCUACAUCAACAAAU-3" (Kif9 siRNA); and 5'-
GGAGGAAUUACGCCCAAUU-3" (Kif9 siRNA2). Gem siRNA1
sequences were previously described (12). Transfection of
siRNAs into HeLa or RPEI cells was performed using Inter-
ferin reagent (Ozyme, St. Quentin Yvelines, France), accord-
ing to the manufacturer’s instructions. After 48 h in culture,
cells were either fixed and treated for immunofluorescence
microscopy or lysed in Laemmli buffer before protein sepa-
ration by sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electro-
phoresis (SDS-PAGE) and immunoblotting. DNA transfec-
tion was performed using JetPEI (Ozyme) according to the
manufacturer’s instructions, and cells were analyzed 24 or 48
h post-transfection by immunofluorescence microscopy. For
siRNA and plasmid double transfections, Hela cells were
plated into 24-well plates and were transfected 20 h later with
siRNAs by using JetSI (Ozyme). After 24 h, 0.2 mg of plasmid
was introduced to the cells using JetPEI reagent.

Total RNA extraction and reverse transcription

Total RNA was extracted from cells using the RNeasy mini
kit (Qiagen,Valencia, CA, USA) as described by the sup-
plier. Each purified RNA preparation (2 pg) was reversed
transcribed for 50 min at 42°C in a 20-pl reaction contain-
ing 0.5 pg of random primers (Promega, Madison, WI,
USA), 1X avian myeloblastosis virus reverse transcriptase
buffer, 10 U of avian myeloblastosis virus reverse transcrip-
tase (Promega), 40 U of rRNasin (Promega), 10 mM DTT,
and 0.5 mM deoxynucleotides (Promega). Incubating the
samples for 15 min at 70°C stopped the reaction, and
cDNAs were analyzed by real-time quantitative polymerase
chain reaction (PCR). Quantitative PCR was carried out
according to the manufacturer’s instructions using Plati-
num SYBR Green qPCR SuperMix-UDG (Invitrogen) on a
CFX96 real-time system device with the following primers:
5-AGGTTGTCTCCTGCGACTTC-3" and b5'-ATGTAGGC-
CATGAGGTCCAC-3" for GAPDH; 5-AAGCTGGTCCTCT-
GACTCCA-3" and 5'-CACTTTCCCCATCAACCATC-3’ for
Gem; 5'-TGACCTATGACCCCATGGAT-3' and 5'-CAGA-
AATGGCTGCAAAGTCA-3’ for Kif-9. All conditions (stan-
dard curve and samples) were performed in triplicates.
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Immunoprecipitation and immunoblotting analysis

For coimmunoprecipitation studies, HeLa cells were trans-
fected with GFP-Kif9 and Myc-Gem, GFP-Kif9 and Myc alone,
or Myc-Gem. At 24 h post-transfection, cells were treated with
10 pM RO3306 for 17 h. Cells were then released from
RO3306 for 60 min, and mitotic cells were selected by mitotic
shakeoff, washed twice with ice-cold PBS, and lysed in IP
buffer (20 mM Tris, pH 7.5; 100 mM NaCl; 1 mM MgCl,; 1%
Triton X-100; and 5% glycerol) containing protease and
phosphatase inhibitor cocktails. The lysates were cleared by
centrifugation at 13,000 g for 10 min at 4°C and incubated
with mouse monoclonal anti-GFP and goat anti-Kif9 antibod-
ies or a nonrelated antibody for 2 h at 4°C under continuous
agitation. Immune complexes were precipitated with a mix of
protein A&G Sepharose beads for 1 h at 4°C. The beads were
washed 3 times at 4°C with lysis buffer. Inmunoprecipitates
and total lysates were analyzed by SDS-PAGE, transferred onto
nitrocellulose membranes (Hybond ECL; GE Healthcare Life
Sciences, Stockholm, Sweden), and blotted with appropriate
antibodies. Immune complexes were revealed using appro-
priate antibodies, coupled to horseradish peroxidase (Jack-
son ImmunoResearch Laboratories; Interchim, Montlucon,
France), and ECL Plus reagent (Pierce; Interchim).

Immunofluorescence staining, live cell imaging, and image
acquisition

HeLa cells were fixed in 4% (w/v) paraformaldehyde (PFA)
for 20 min at room temperature. Alternatively, cells were
prepermeabilized prior to PFA fixation for 1 min in CB buffer
(20 mM PIPES; pH 6.8; 300 mM NaCl; 10 mM EGTA; 10 mM
MgCl,; and 10 mM glucose) supplemented with 0.5% Triton
X-100, then fixed with 4% PFA for 20 min at room tempera-
ture. Subsequently, cells were permeabilized with CB buffer
containing 2% FCS and 0.2% Triton for 10 min and blocked
in CB buffer containing 2% FCS and 0.02% Triton X-100 for
20 min. Coverslips were then incubated with primary antibod-
ies and with secondary antibodies coupled to the relevant
fluorochrome [Alexa Fluor 488-coupled antibodies from Mo-
lecular Probes (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), or Cy-3- and
Cy-5-coupled antibodies from Jackson ImmunoResearch Lab-
oratories]. After washes, cells were incubated in 6’-diamidino-
2-phenylindole (DAPI) and mounted in Prolong Gold anti-
fade reagent (Molecular Probes). Image acquisitions were
made with an upright DM6000 microscope (Leica Microsys-
tems SAS, Nanterre, France) equipped with a Cool Snap HQ?
camera (Roper Scientific, Sarasota, FL, USA) and a X100
Plan APO N1.4 oil immersion objective (Leica). Images were
analyzed using Metamorph (Universal Imaging, Downing-
town, PA, USA) and Image] (U.S. National Institutes of
Health, Bethesda, MD, USA) software.

For time-lapse microscopy, asynchronous HeLa cells were
transfected with control or Gem siRNAs together with AllStars
Control Alexa Fluor 488-conjugate siRNA (Qiagen). At 48 h
post-transfection, cells were placed into a microscopy cham-
ber heated to 37°C and maintained in a 5% CO, atmosphere
and observed on an inverted Leica DMIRB microscope
equipped with an X40 objective. Images were acquired every
2 min for 12 h. Only Alexa Fluor 488-positive cells were
analyzed using Image] software. Duration of mitosis was
estimated as the time from nuclear envelope breakdown
(NEBD) until anaphase onset.

Spindle analysis and statistics

Spindle length was defined as the pole-to-pole distance in
cells stained with anti-a-tubulin and anti-y-tubulin antibodies

GEM GTPase AND MITOSIS

and DAPI. For spindle intensity quantification, at 48 h after
siRNA transfection, cells were fixed with —20°C methanol for
5 min and stained with anti-a-tubulin antibodies and DAPI.
Each mitotic cell was optically sectioned using a Leica DMIRB
microscope equipped with an X100 objective. The 3-dimen-
sional data (z stacks) were projected onto a single-image
plane (maximal intensity projection) using Image] software.
The fluorescence intensity was quantified in a defined region
containing the entire spindle and corrected for background.
The resulting intensity value was defined as the spindle
intensity. The average of spindle intensities in control siRNA
cells was set to 1. For microtubule polymerization assays,
HeLa cells depleted for the indicated proteins were trans-
fected with 0.5 g of GFP-EB3 plasmid for 24 h, synchronized
at the G2/M transition for 17 h with 10 pM RO3306, and
released into fresh medium. Time-lapse acquisitions were
performed every 500 ms for 30 s. Single microtubules were
tracked, and their polymerization speed was determined by
kymograph analysis using Image].

Statistical analysis was performed by double-tailed Stu-
dent’s or ANOVA tests using GraphPad Prism software
(GraphPad, San Diego, CA, USA).

RESULTS

Subcellular distribution of Gem during mitosis

To elucidate a possible role of the Gem GTPase during
cell division, its cell distribution was followed through-
out mitosis. Because specific antibodies that recognize
endogenous protein are not suitable for immunofluo-
rescence studies, we produced a GFP fusion protein
(GFP-Gem). GFP-Gem is targeted to the mitotic spindle
from prometaphase to metaphase (Fig. 14, arrows).
From late anaphase to cytokinesis, Gem was found at
the level of the central spindle and the midbody (Fig.
1A, arrows and insets). GFP alone or GFP fused to
another Ras family GTPase, GFP-Rab7a, was excluded
from the mitotic spindle (Fig. 1A). Finally, a Myc-
tagged Gem protein showed the same intracellular
distribution as GFP-Gem, indicating that the interac-
tion with the spindle was Gem specific and not related
to the tag (Fig. 1B). These data show that Gem is
spindle associated and suggest a role for Gem during
mitosis.

Depletion of Gem leads to misaligned chromosomes
and delays mitotic progression

To gain insight into the function of Gem during
mitosis, we depleted the endogenous Gem protein by
RNA interference using two different siRNAs (Gem
siRNAl and Gem siRNAZ2; the specificity of Gem
siRNA2 was previously documented in ref. 12). When
Hel.a cells were transfected with Gem siRNAs, the levels
of endogenous Gem had decreased by 50—-80% after 48
h of culture, as compared to control siRNA cells
(Fig. 24, bottom panel). In these Gem siRNA-treated
cells, we observed a 3-fold increase in mitotic index
(from 5.8%20.48 to 17.5%£0.99%, n=>5; Fig. 24, top
panel), suggesting that Gem may be important for
mitotic progression. To determine at which stage of
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Figure 1. Dynamic localization of Gem during
mitosis. A) Mitotic HeLa cells-expressing GFP-
Gem, GFP alone, or GFP-Rab7a. GFP fluores-
cence is shown in the first column, microtu-
bules stained with an antibody against a-tubulin
in the second column, and DNA stained with
DAPI in the third column. The fourth column
shows the 3-color merged images of GFP-Gem
(green), microtubules (red), and DNA (blue).
Cells in various stages of mitosis are shown as
indicated. Arrows indicate spindle localization
of Gem. Inserts represent magnified regions.
B) Mitotic HeLa cell expressing Myc-Gem and
stained with antibodies against Myc (green) and
a-tubulin (red); DNA stained with DAPI (blue).
All of the images are representative of the
population examined. Scale bars = 10 pum.

mitosis Gem-depleted cells accumulated, we analyzed
the number of mitotic cells at various stages of mitosis
by staining for the centromere protein CREST, as well
as a-tubulin and DNA in asynchronous cell cultures.
Quantified frequency of each mitotic stage revealed a
2-fold increase of Gem-depleted cells in prometaphase
compared to control cells (Fig. 2B).

Further analysis revealed that prometaphase delay
was associated with defects in chromosome behavior: in
Gem-depleted cells, the chromosomes failed to align
properly at the metaphase plate, and several chromo-
somes were distributed throughout the cell (Fig. 2C,
top panel) when compared to the highly aligned chro-
mosomes along the equatorial plane in control cells.
Quantification revealed a >4-fold increase in mitotic
cells with misaligned chromosomes on Gem depletion
(32.67£2.6 vs. 8.63%£1.05%; Fig. 2C, bottom panel).
The mitotic function of Gem was analyzed by time-lapse
imaging of control and Gem-depleted asynchronous
cells (Fig. 2D, E). Quantitative analysis of mitotic pro-
gression indicated that Gem depletion increases the
duration of prometaphase (from NEBD to anaphase
onset) by 45% compared to control cells. Thus, Gem is
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required for efficient chromosome congression to
metaphase plate and for timely onset of anaphase.

Failure of chromosomes to align properly on the spin-
dle typically triggers the spindle checkpoint, which delays
metaphase to anaphase transition until errors have been
corrected (24). Gem siRNA-treated cells and control cells
accumulated in mitosis to a similar extent when treated
with nocodazole, a spindle checkpoint activator (Supple-
mental Fig. S1A), suggesting that the spindle checkpoint
is active in Gem-depleted cells, and therefore that Gem is
unlikely to be involved in this checkpoint. Furthermore,
depletion of Gem from T47D cells, which are deficient in
the spindle checkpoint (25, 26), failed to induce prometa-
phase accumulation (Supplemental Fig. S1B). Collec-
tively, these data demonstrate for the first time that Gem
is essential for chromosome alignment and progression
through mitosis.

Gem expression regulates spindle length and
dynamics

To understand how spindle-associated Gem controls

chromosome alignment, we investigated the role of Gem
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Figure 2. Gem depletion induces chromosome misalignment
and prometaphase delay. A) Asynchronous cultures of HeLa
cells were transfected with control or Gem-specific siRNAs. At
48 h after transfection, cells were fixed and stained for the
spindle (anti-a-tubulin), kinetochores (anti-CREST), and
DNA (DAPI). Condensed chromatin and the presence of a
mitotic spindle were used as indicators of mitosis to deter-
mine the percentage of mitotic cells in the overall population
(mitotic index). Top panel: graph shows means * st from 5
independent experiments (5000 cells/experiment). ***P <
0.001. Bottom panel: immunoblots of Gem and actin in cells
from a representative experiment. B) HeLa cells were treated
as in A, and the proportions of cells in various stages of
mitosis were determined by microscopy analysis. Data are
representative of 3 independent experiments (400 mitotic cells/experiment). C) HeLa cells were transfected with control
or Gem-specific siRNAs and 48 h later treated for 1 h with the proteasome inhibitor MG132 (2 wM) to block metaphase
anaphase transition, then fixed and stained for the spindle (anti-a-tubulin), kinetochores (anti-CREST), and DNA (DAPI).
Metaphase cells were scored by immunofluorescence staining of the kinetochores and the spindle. Left panel: images of
representative metaphase cells in control and Gem-depleted cells. Arrows indicate unaligned chromosomes. Right panel:
cells with unaligned chromosomes were quantified and expressed as a percentage of total mitotic cells. Data are means *
sk of 3 independent experiments (500 mitotic cells/experiment). **P < 0.01. D, E) Asynchronous cultures of HeLa cells
were transfected with control or Gem-specific siRNAs and imaged by time-lapse video microscopy, starting 48 h after
transfection. Images were captured every 2 min to monitor mitotic progression. D) Duration from NEBD until anaphase
onset was determined for control and Gem-depleted cells. Graphs show means * sE of Gem siRNA, n = 29; control siRNA,
n = 19. #*P < 0.001. £) Frames from time-lapse movies of representative Gem-depleted and control cells. Scale

bars = 10 pm.

in spindle assembly, dynamics, and function. Control and
Gem-depleted cells were stained with anti-y-tubulin anti-
bodies to visualize centrosomes and subjected to analysis.
In Gem-depleted cells, although bipolar spindles were
formed, the distance between the two centrosomes in-
creased by 32% compared to control cells (Fig. 34, B). In
agreement with this conclusion, spindle length was de-
creased in Gem-overexpressing Hela cells when com-
pared to control cells (Fig. 3C). Overexpression of the
S89A mutant of Gem, which is unable to switch to the
active GTP-bound state (9, 12), has no effect on spindle
length (Fig. 3C). Thus, we conclude that Gem-induced
spindle defects require a catalytically active form of Gem
and guanosine diphosphate (GDP)-GTP cycling. Similar
results were obtained with immortalized nontransformed
RPE1 cells (Supplemental Fig. S2), suggesting that the
role of Gem in spindle length is common to various cell
types. Together, these data suggest that Gem is required
for spindle length maintenance.

Because spindle dynamics is important for maintain-
ing consistent pole-to-pole distance (27), we assessed
whether Gem modulates the steady-state level of micro-
tubules and spindle dynamics during mitosis. Spindle
microtubule density was measured by total a-tubulin
immunofluorescence intensity. Microtubule density was in-
creased by 54% in Gem-depleted cells compared to
control cells (Fig. 3D). Under conditions that depo-
lymerize unstable microtubules, such as cold (not

GEM GTPase AND MITOSIS

shown) or limited incubation with nocodazole, micro-
tubule density was three-fold higher in Gem-depleted
cells than in control cells (Fig. 3D). To investigate the
role of Gem on spindle dynamics, we determined the
kinetics of microtubule polymerization. Control or
Gem-depleted cells were treated with 1 wg/ml nocoda-
zole for 10 min. As shown in Fig. 3E, nocodazole
completely disassembled spindle microtubules in a
similar way in both control and Gem-depleted cells.
Cells were then released into fresh medium, and the
rate of microtubule repolymerization was analyzed ki-
netically. Quantitative analysis showed that Gem-de-
pleted mitotic cells repolymerize microtubules faster
than control cells (Fig. 3E). Time-lapse video micros-
copy in living cells (data not shown) further supported
the observation that loss of Gem increased the rate of
single microtubule polymerization.

Knockdown of Kif9 phenocopies the depletion of
Gem

We next identified the cellular target of Gem respon-
sible for regulating spindle dynamics. Since several
mitotic kinesins regulate spindle dynamics and chro-
mosome alignment (28), we considered that among the
known partners of Gem that might mediate its mitotic
functions, Kif9 was an attractive candidate. It has been
shown that Gem and Kif9 interact at a molecular level
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Figure 3. Gem is required for spindle size and spindle dynamics. A)
Mitotic spindle phenotype. HeLa cells were transfected with control or
Gem-specific siRNAs, and at 48 h post-transfection, they were fixed and
stained for centrosomes (anti-y-tubulin) and DNA (DAPI). Images are
representative from control and Gem-depleted cells. B) Top panel:
quantitative analysis of spindle length, estimated as the distance between
the centrosomes. Graph shows means * st (n=34) of 3 independent
experiments. *#*P < (0.001. Bottom panel: cell extracts were analyzed by
Western blotting, using antibodies against Gem and actin. C) Asynchro-
nous cultures of HeLa cells were transfected with Myc, Myc-Gem, or
Myc-S89A, and 24 h after transfection, they were fixed and stained for the
spindle (anti-o-tubulin), centrosomes (anti-y-tubulin), and anti-Myc. Left panel: spindle length was measured in HeLa cells
expressing Myc or Mycfusion proteins as in A. Data are means = st (n=38) of 3 independent experiments. Right panel: cell
extracts were analyzed by Western blotting, using antibodies against Myc and actin. D) HeLa cells were transfected with control
or Gem siRNAs. After 48 h, cells were stained for a-tubulin and DNA. Images were acquired under constant exposure time for
the a-tubulin channel. Total fluorescence intensity for a-tubulin on metaphase spindle (n=21 cells/condition) was quantified in
Gem-depleted metaphase cells and normalized to their respective control siRNA cells. In addition, siRNA-transfected cells were
treated with 1 pug/ml nocodazole for 2 min at 37°C, and microtubule fluorescence intensity of Gem-depleted metaphase cells was
quantified and normalized to their respective control siRNA cells (n=28). Left panel: representative images of spindle
morphology in untreated and nocodazole-treated cells. Right panel: means * sk from 2 independent experiments. £) Control
or Gem-depleted cells were treated with 1 pg/ml nocodazole for 10 min at 37°C to completely depolymerize the mitotic spindle.
These nocodazole-treated cells were then washed twice with prewarmed PBS, released into fresh medium without nocodazole,
and fixed at 0, 4, 6, and 10 min after release. Cells were then stained for a-tubulin and DNA, and images for a-tubulin were
acquired under constant exposure time. Microtubule fluorescence intensity was quantified as in D. Left panel: representative
images of cells showing spindle morphology at 0 and 6 min after release from nocodazole and staining for a-tubulin. Right panel:
quantification of microtubule fluorescence intensity in control and Kif9 siRNA cells from 2 independent experiments (n=30).
Scale bars = 10 wm. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001.

in a yeast 2-hybrid assay, coimmunoprecipitate, and
bind to the microtubule cytoskeleton biochemically
(18). To examine a possible role of Kif9 in mitotic
progression, Hel.a cells were treated with two sets of
Kif9-specific siRNAs or with control siRNAs, and Kif9
mRNA expression level was estimated by reverse tran-
scription PCR (RT-PCR; Fig. 44) and immunofluores-
cence (see Fig. 6A). Because similar results have been
obtained with both Kif9 siRNAs, hereafter, we present
results for only one Kif9 siRNA. In asynchronous cells,
partial depletion of Kif9 resulted in a 3-fold increase of
mitotic index (16.60*1.62 wvs. 5.57+0.54%, respec-
tively; Fig. 4B). This increase was due to a slower rate of
progression through mitosis, as indicated by a prometa-
phase delay (33% in Kif9 siRNA cells vs. 15% in control
siRNA cells; Fig. 4D). Finally, Kif9 depletion increased
metaphase cells with misaligned chromosomes (27.25%+1.54
vs. 8.75%0.72%; Fig. 4C).

To determine the effect of Kif9 on spindle dynamics,
we analyzed the spindle morphology and function in
Kif9-depleted cells. First, pole-to-pole distance was in-
creased in Kif9-depleted cells (Fig. 5A). Second, micro-
tubule density was increased in untreated or nocoda-
zole-treated Kif9 siRNA cells, as compared to control
siRNA cells (Fig. 5B). Third, in the microtubule polym-
erization assay, partial knockdown of Kif9 promoted
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microtubule repolymerization on release from nocoda-
zole treatment (Fig. 5C, D). Finally, we analyzed the
effect of Kif9 depletion on the polymerization rate of
single microtubules directly by time-lapse video micros-
copy in living cells, as described in Materials and
Methods. Loss of Kif9 significantly increased the rate of
single-microtubule polymerization when compared to
control cells (Fig. bF), consolidating our evidence that
Kif9 controls spindle length and inhibits microtubule
growth. Thus, similar phenotypes on spindle morphol-
ogy and dynamics were observed in Gem- and Kif9-
depleted cells (Figs. 3 vs. 5). Taken together, these
results show that loss of Kif9 fully mimics insufficiency
of Gem-depleted cells. When both Gem and Kif-9 were
depleted, no additive effects were observed, further
suggesting that they may act in the same pathway (Figs.
4B and b5A). Taken together, these results strongly
suggest that Kif9 might mediate Gem-induced spindle
length phenotype.

Kif9 is a spindle-associated protein, and its

expression is required for Gem-induced spindle
length control

We next studied the intracellular localization of Kif9 in
mitotic cells. In untreated HeLa cells, endogenous Kif9
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Figure 4. Kif9 depletion mimics mitotic effects of Gem depletion. A) HeLa cells
were treated with control, Kif9, or Gem siRNAs for 48 h. Relative expression levels
of Kif9 mRNA and Gem mRNA were determined by RT-PCR, as described in
Material and Methods. Results are means = sE of 3 independent experiments
performed in triplicate. B) Mitotic index of control, Kif9-, Gem-, and Kif9 +
Gem-depleted cells was determined as described in Fig. 2A. Data are means = SE of
3 independent experiments (5000 cells/experiment) C) Metaphase cells were
scored by immunofluorescence staining of the kinetochores (CREST), spindle
(anti-a-tubulin), and DNA (DAPI), as described in Fig. 2C. Left panel: representa-
tive images of control and Kif9-depleted cells. Arrows indicate unaligned chromo-
somes. Scale bars = 10 wm. Right panel: cells with unaligned chromosomes were
quantified and expressed as a percentage of total mitotic cells. Data are means = SE
of 3 independent experiments (500 mitotic cells/experiment). D) Proportions of
mitotic cells present in the various stages of mitosis (as indicated) were evaluated in
asynchronous HeLa cells treated with control or Kif9 siRNA for 48 h, then fixed and

stained as described in Fig. 2A. Data are means * Sk of 3 independent experiments (n=400 mitotic cells/experiment).

#*P < 0.01, #*P < 0.001.

was most prominently localized at the spindle of mitotic
cells. This staining at the mitotic spindle was specific,
since it was strongly reduced in cells depleted for Kif9
by siRNA (Fig. 6A).

Consistent with these observations, in GFP- or
GFP-Kif9-overexpressing HeLa cells, EGFP-tagged Kif9
protein was targeted to the centrosome and mitotic
spindle, while GFP alone was excluded (Fig. 6B).
Further analysis revealed that in Myc-Gem-overex-
pressing HeLa cells, endogenous Kif9 colocalized
with Gem at the level of the spindle (Fig. 6C). Thus,
these findings show that Kif9 is a spindle-associated
protein and colocalizes with Gem at the spindle
during mitosis. To investigate whether a Gem-Kif9
complex exists in mitotic cells, we performed immu-
noprecipitation experiments.

We demonstrated an association between Kif9 and
Gem, since overexpressed Myc-Gem coimmunoprecipi-
tated with endogenous Kif9, and GFP-Kif9 coimmuno-
precipitates with Myc-Gem but not Myc alone (Fig. 6D).
Our results demonstrate that Gem coimmunoprecipi-
tates with Kif9 in mitotic cells, suggesting that Kif9
mediates Gem-induced spindle shortening. To exam-
ine this hypothesis, Hel.a cells were first knocked down
for Kif9 and then transfected with Myc-Gem; thereafter,
spindle length was evaluated. As shown in Fig. 6L,
Gem-induced spindle shortening was completely abol-
ished in Kif9-depleted cells, indicating that Kif9 acts
downstream of Gem. Taken together, these results
demonstrate that Kif9 interacts with Gem, and Kif9
expression is required for Gem-induced spindle-length

phenotype.

GEM GTPase AND MITOSIS

DISCUSSION

The data presented here report for the first time that
Gem plays a role in mitotic progression. Our study
shows that Gem localizes to the spindle and contributes
to the spindle length control by regulating spindle
dynamics through the action of the kinesin Kif9. De-
fects in this mechanism generate unaligned chromo-
somes, which results in a delay in progress through
mitosis at prometaphase.

Using siRNA and ectopic expression approaches, we
demonstrate that Gem is required for maintaining
correct spindle size, which represents a novel role of
Gem. Loss of Gem induces spindle elongation, while its
overexpression results in spindle shortening. There are
several models to explain how the spindle maintains a
constant length, including regulation of microtubule
dynamics, a balance of pushing and pulling forces, and
a spatial balance of diffusible morphogens (27). Gem
might regulate spindle dynamics, as was described for
another GTPase, the protein Ran (29). Indeed, deple-
tion of Gem increased the steady-state levels of micro-
tubules and the speed of microtubule repolymeriza-
tion, suggesting a role for Gem in destabilizing mitotic
microtubules. Consistent with this, Gem associates with
the spindle microtubules at early mitotic stages. How-
ever, the presence of Gem at the spindle is insufficient
to trigger spindle length shortening, and this effect
requires Gem active molecules. Indeed, S89A and S8IN
(not shown) mutants of Gem, which are unable to
switch to the active GTP-bound state (12, 14), failed to
induce spindle shortening on overexpression. Interest-
ingly, the S89A mutant was localized at the mitotic
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Figure 5. Kif9 controls spindle dynamics. A) HeLa cells were
transfected with control, Kif9, Gem, or Kif9 + Gem siRNAs,
and at 48 h post-transfection were fixed and stained for
centrosomes (y-tubulin), spindle (a-tubulin), and DNA
(DAPI). Spindle length was measured as described in Fig. 3A.
Data are means * sE (n=25) of 3 independent experiments.
B) Hel.a cells were transfected with control or Kif9 siRNAs.
After 48 h, half of the cells were treated with 1 wg/ml
nocodazole for 2 min at 37°C. Untreated and nocodazole-
treated cells were then stained for a-tubulin and DNA.
Images for a-tubulin were acquired under constant exposure
time. Fluorescence intensity of the microtubules in Kif9 siRNA metaphase cells was quantified and normalized to their
respective control siRNA cells. Right panel: representative images of nocodazole-resistant microtubules in control and
Kif9-depleted cells. Left panel: quantification of microtubule fluorescence intensity in control and Kif9 siRNA cells from 2
independent experiments (n=30). C, D) Control or Kif9-depleted cells were treated with 1 wg/ml nocodazole for 10 min
at 37°C to completely depolymerize the mitotic spindle. These nocodazole-treated cells were then released into fresh
medium without nocodazole and fixed at 0, 4, 6, and 10-min post release. C) Representative images of cells showing
microtubule repolymerization at 0 and 4 min after release from nocodazole. D) Microtubule fluorescence intensity was
quantified as in B (n=20). E) Control or Kif9 siRNA-treated cells expressing the microtubule plus end-associated protein
GFP-EB3 were synchronized at G2/M phase by using RO3306, then released into medium without the inhibitor, and
microtubule polymerization speed (um/s) was measured by videomicroscopy. Graph shows mean * st (n=>50 cells; 10
microtubules/cell) from 2 independent experiments. Scale bars = 10 pm. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001; Student’s

{ test.

spindle similarly to Gem wild type (data not shown),
suggesting that activation of Gem occurs at the level of
the mitotic spindle. Molecules that elicit exchange of
GDP to GTP on Gem or stabilize the GTP-bound form
were unknown until today; therefore, we could not
identify the mechanism by which Gem switches to the
GTP-bound state at the mitotic spindle.

An important question is how Gem mechanistically
controls spindle length and dynamics. A growing body
of evidence outlines the importance of several kinesins,
grouped as mitotic kinesins, in the regulation of spin-
dle microtubule dynamics (28, 30). The kinesin Kif9
links Gem to the interphase microtubule cytoskeleton,
but the physiological role of this interaction remains
unknown. Kif9 belongs to the kinesin 9 family (17), as
Klpl, which has been shown to control flagellum
motility (31, 32). Kif9 has also been implicated in
matrix degradation (33) and microtubule-nucleus in-
teractions (34), but other cellular functions, in partic-
ular, a role in mitosis, were previously unknown.

Here, we show that Kif9 localizes to the spindle and
is required for maintaining accurate spindle length.
Loss of Kif9 increased microtubule density and spindle
microtubule polymerization. These findings establish
Kif9 as a new mitotic kinesin and indicate a role for Kif9
in destabilizing mitotic microtubules, thus explaining
why spindles are longer when Kif9 is depleted. A similar
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mechanism has been described for other mitotic kine-
sins (30, 35). Similar phenotypes in spindle length and
mitotic progression were observed after loss of Kif9 or
Gem, suggesting that they might act in the same
pathway. The fact that Gem overexpression failed to
induce spindle length shortening in cells where the
level of Kif9 had been knocked down by siRNAs dem-
onstrates that Gem, indeed, requires Kif9 expression to
exert its spindle length effect. This was further sup-
ported by the fact that simultaneous depletion of both
Gem and Kif9 does not result in additive effects. Both
proteins partially colocalize at the level of the mitotic
spindle and further argue for Gem/Kif9 signaling
acting locally to control the spindle dynamics and
contributing to the maintenance of spindle length.
What are the consequences of altering spindle dy-
namics, which are major regulators of spindle assembly,
chromosome attachment, and segregation? We find
that Gem or KifY depletion generates a high frequency
of unaligned chromosomes that impair progress through
prometaphase. Failure of chromosomes to align prop-
erly on the spindle typically triggers the spindle check-
point, which delays metaphase, preventing precocious
chromosome segregation and ensuring accurate parti-
tion of the genetic material to daughter cells (24).
Gem-induced prometaphase delay was due to a sus-
tained activation of the spindle checkpoint, since Gem
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Figure 6. Kif9 localizes to the mitotic spindle, and its expression is necessary for Gem-induced spindle length phenotype. A)
Endogenous KifY localizes at the mitotic spindle. Nontreated (NT), control siRNA, or Kif9 siRNA HeLa cells were stained with
anti-Kif9 (red), anti-a-tubulin (green), and DAPI (blue). Images are representative of the population examined. B) Mitotic
HeLa cells expressing GFP alone, GFP-Kif9, or Myc-Gem. HeLa cells were transfected with GFP or GFP-Kif9 and stained for
spindle with a-tubulin (red) and DNA with DAPI (blue). C) Alternatively, Myc-Gem overexpressing HeLa cells were fixed and
stained with anti-Myc (green), anti-Kif9 (red), and DAPI (blue). Images are representative of the population examined. Scale
bars = 10 pwm. D) Kif9 associates with Gem. Left panel: coimmunoprecipitation of Kif9 and Gem. Hela cells were transfected
with vectors expressing GFP-Kif9 with Myc-Gem or GFP-Kif9 with Myc alone. Kif9 was immunoprecipitated with anti-GFP
antibodies, and associated Kif9 proteins were detected by Western blotting. Right panel: endogenous Kif9 interacts in vivo with
Gem. Hela cells were transfected with Myc-Gem-expressing vector. Lysate was divided in two and immunoprecipitated either
with anti-Kif9 or with a nonrelated (NR) antibody as control. Proteins associated with endogenous Kif9 were detected by Western
blotting. E) Control or Kif9-depleted HelLa cells were transfected with vectors expressing Myc or Myc-Gem, fixed, and stained
for Myc expression (anti-Myc), centrosomes (anti-y-tubulin) and DNA (DAPI). Spindle length was measured as described in Fig.
3B. Graphs show means * sk (n=30) of 3 independent experiments. ns, not significant. ***P < 0.001.

depletion from spindle checkpoint-deficient T47D cells
(25) did not affect mitotic progression. This check-
point might be activated by Gem/Kif9 depletion, alter-
ing microtubule dynamics, which is known to maintain
the spindle checkpoint activity.

Precisely how Gem, a small GTPase, might regulate
the activity of Kif9 is not yet clear. Gem might simply be
regulating the motor activity of Kif9, as already pro-
posed for Rab6 on Rabkinesin6 (36) and Ran (37).
Alternatively, if Gem interacts with actin-binding pro-
teins, it may function in bridging the microtubule and
actin cytoskeleton together during mitosis, as already
described for Rad (38). A third possibility is that the
binding of KifY to Gem would be a way to recruit it on
microtubules, as was already reported for other GT-
Pases (29, 39). Further investigation will be required to

GEM GTPase AND MITOSIS

understand how and in which circumstances Gem and
other members of the Ras family exert their actions to
regulate the activity of motor kinesins and their down-
stream pathways.
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Résumé des travaux de these

La division cellulaire est cruciale pour le maintien de la stabilité du génome. Or, les génes
régulateurs de la mitose sont fréquemment mutés dans le cancer. Les cellules cancéreuses
possédent généralement un nombre anormal de chromosomes et la majorité des tumeurs solides
sont aneuploides. Cette caractéristique favorise notamment I'initiation et la progression tumorale
mais constitue également un facteur de mauvais pronostic et de résistance thérapeutique. La voie
sphingosine kinases/sphingosine 1-phosphate (SphKs/S1P) régule la prolifération et la survie
cellulaire, 'apoptose, la migration ou encore la réponse inflammatoire. De nombreuses études ont
montré que sa surexpression favorise I'initiation et la progression tumorale mais également I'invasion,

le processus métastatique et I’acquisition de résistance a la thérapie.

Mon projet de thése vise a mettre a évidence le réle de la voie SphKs/S1P dans la régulation de la
mitose et de la ségrégation chromosomique. Nos résultats montrent pour la premiere fois que les
SphKs contrblent la progression mitotique. Cette régulation implique la production de S1P et son
interaction avec son récepteur couplé aux protéines G, le S1P;. La surexpression des SphKs ou la
surproduction de S1P altérent la ségrégation des chromosomes. De plus, nos données récentes
suggérent que la voie SphKs/S1P puisse étre impliquée dans I’acquisition de résistance aux agents

de chimiothérapie ciblant la mitose.

Nous montrons pour la premiére fois que la voie SphKs/S1P est un nouveau régulateur de la
mitose. Ces travaux permettent de mieux comprendre comment la voie SphKs/S1P contribue au
développement tumoral et renforcent leur intérét comme cible thérapeutique dans le traitement du

cancer.
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