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Résumé

Les virus sont utilisés depuis longtemps dans la recherche sur le cancer et ont
grandement contribué a I’avancement des connaissances de méme qu’a 1’établissement de
préceptes importants encore valables aujourd’hui dans le domaine. L’un des défis actuels
est de mieux définir les étapes menant a la transition d’une cellule normale a une cellule
transformée et c’est sur cette problématique que nous nous sommes penchés. Pour ce faire,
nous avons tiré profit de 1’utilisation de I’antigéne grand-T du virus de polyome (PyLT), un
virus capable d’induire des tumeurs chez les rongeurs. Cet oncogéne viral a lui seul
posseéde des propriétés intéressantes qui suggerent que, en plus de I’immortalisation, il peut
¢galement contribuer aux événements précoces de la carcinogénése. Ceci repose
principalement sur la capacité de PyLT a induire des tumeurs en souris transgéniques et ce,
avec une certaine latence ce qui suggere que des événements supplémentaires sont
nécessaires. Ainsi, ['utilisation de PyLT dans un modele de culture cellulaire permet de

disséquer les changements qui lui sont attribuables.

Dans un premier temps, I’établissement du profil d'expression génique associ¢ a
l'expression de PyLT dans un modele murin nous a permis de sélectionner un bon nombre
de genes, parmi lesquels figurait Necdin. Nous avons choisi d’étudier Necdin plus en détail
puisque peu d’attention était accordée a cette protéine dans le domaine du cancer, malgré
que différentes données de la littérature lui suggérent a la fois des fonctions suppresseurs de
tumeur et oncogéniques. Nous avons démontré que, malgré sa fonction proposée de
suppresseur de croissance, 1’expression de Necdin n’est pas incompatible avec la
prolifération dans la lignée cellulaire de souris NIH 3T3 et les cellules primaires humaines
(IMR90), bien que D’inhibition de son expression par shARN confére un avantage
prolifératif. Nous avons confirmé que Necdin est un gene cible de p53 induit par différents
agents génotoxiques, toutefois son expression peut également étre régulée de fagon p53-
indépendante. De plus, Necdin agit négativement sur 1’arrét du cycle cellulaire en réponse

a I’activation de p53. Ceci suggere que Necdin est impliqué dans une boucle de régulation
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négative de la voie de p53 et que ’augmentation anormale de I’expression de Necdin

pourrait contribuer a la perturbation la voie du suppresseur de tumeur p53.

L’activation de p53 permet 1’arrét transitoire du cycle cellulaire en condition de
stress, mais est aussi impliquée dans [’établissement d’un arrét permanent nommé
sénescence. La sénescence est un mécanisme de protection contre I’accumulation de
mutations qui peut contribuer a I’initiation du cancer. Vu l’intéressante implication de
Necdin dans la régulation de D’activit¢ de p53, nous avons transposé les connaissances
acquises du modele murin a un modéle humain, plus adapté pour I’étude de la sénescence.
La caractérisation de I’expression de Necdin dans des fibroblastes primaires humains a
différents passages montre que les jeunes cellules en prolifération active expriment Necdin
et que son niveau diminue avec I’établissement de la sénescence réplicative. Le méme
phénomeéne est observé lors de la sénescence prématurée provoquée par I’expression d’un
oncogéne et par I’exposition aux radiations ionisantes. De plus, dans des conditions
normales de prolifération, la modulation de Necdin par des essais de gain et de perte de
fonction n’affecte pas la durée de vie des cellules primaires. Toutefois, en condition de
stress génotoxique dii a I’exposition aux irradiations, les cellules surexprimant Necdin
présentent une radiorésistance accrue de la méme fagcon que lorsque p53 est inactivé
directement. Ce résultat en cellules humaines vient appuyer I’effet observé dans les
cellules de souris sur I’impact qu’aura le niveau de Necdin sur la réponse de p53 en

condition de stress.

Un bref survol a été fait pour aborder de quelle facon nos résultats en culture
cellulaire pouvaient se traduire dans des modeles de cancer chez I’humain. Nous avons
caractérisé 1’expression de Necdin dans deux types différents de cancer. D’abord, dans le
cancer de I’ovaire, le niveau ¢élevé de Necdin dans les tumeurs a faible potentiel de
malignité (LMP) en comparaison aux cancers agressifs de I’ovaire de type séreux suggere
que D’expression de Necdin se limite aux cellules de cancer LMP, qui présente

généralement un p53 de type sauvage. Son expression est aussi retrouvée dans deux



lignées cellulaires du cancer de I’ovaire non-tumorigéniques en xénogreffe de souris, dont
I’une possede un p53 fonctionnel. De plus, la caractérisation de Necdin dans les lignées
cellulaires du cancer de la prostate suggere une relation entre son expression et la présence
de p53 fonctionnel. Dans le cancer de la prostate, tout comme pour le cancer de ’ovaire,
Necdin semble étre présent dans les lignées représentant un stade moins avancé de la

maladie.

L’utilisation de 1’oncoprotéine virale PyLT nous a permis de révéler des propriétés
intéressantes de Necdin. Nous proposons que dans certains contextes, 1’expression
constitutive de Necdin pourrait contribuer au cancer en retardant une réponse par p53
appropriée et possiblement en participant a 1’augmentation de I’instabilité génomique. La
fonction potentiellement oncogénique de Necdin quant a sa relation avec p53 que nous
avons révélée requiert davantage d’investigation et les cancers caractérisés ici pourraient

constituer de bons modéles a cette fin.

Mots-clés : Necdin, p53, Antigéne grand T, Polyomavirus murin, carcinogenése

sénescence, cancer de 1’ovaire, cancer de la prostate
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Abstract

Viruses have been used extensively in cancer research and have contributed greatly
to the advancement of knowledge as well as to the establishment of important concepts still
valid in the field today. Currently, one of the challenges in cancer research is to better
define the individual steps that contribute to the transition of a normal cell to a transformed
cell. To address this important issue, we characterized a model system based on the
expression of polyomavirus large-T antigen (PyLT), derived from a virus capable of
inducing tumors in rodents. Importantly, PyLT is able to induce tumors in transgenic mice,
although only after a latent period, suggesting that additional transforming events are
necessary. Hence, the PyLT viral oncogene possesses several interesting properties, which
suggest that, beside its role in immortalization, PyL T can contribute to the early events of
carcinogenesis. Here, we used a cell culture model to dissect the early changes associated

with the presence of PyLT.

The establishment of a gene expression profile associated with PyLT expression in a
mouse cell line model allowed us to select a number of genes whose levels were modulated
by the presence of this viral oncogene. Among candidate genes, we chose to further study
Necdin in more details because even if only a limited number of reports existed for this
protein, there was evidence suggesting that Necdin displays either tumor suppressor or
oncogenic functions within different contexts. We demonstrated that, despite the proposed
growth suppressor function of Necdin, its expression was not incompatible with the
proliferation in the mouse NIH 3T3 cell line and in human IMR90 primary cells.
Nonetheless, the inhibition of Necdin expression by shRNA confered a proliferative
advantage. We confirmed that Necdin was a p53 target gene inducible by different
genotoxic stresses, although its expression was also regulated in a p53-independent manner.
Moreover, Necdin acted negatively on cell cycle arrest in response to p53 activation. These

results suggest that Necdin is involved in a negative feedback loop of the p53 pathway and
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that abnormal elevation of Necdin expression could contribute to the disruption of the p53

tumor suppressor pathway.

p53 activation allows transitory cell cycle arrest under stress conditions and it is also
involved in the establishment of a permanent growth arrest called senescence. Senescence
represents a protective mechanism preventing the accumulation of mutations that could
contribute to cancer initiation. As our research supports a role for Necdin in the regulation
of p53 activity, we transposed the knowledge acquired from our mouse model to a human
model more suitable to study senescence. The characterization of Necdin expression in
human primary fibroblasts at different passages revealed that Necdin was expressed in
actively proliferating young cells and its expression decreased gradually during the
establishment of replicative senescence. The same phenomenon was observed during
premature senescence induced by both oncogene expression and ionizing radiation
exposure. Moreover, in normal growth conditions, Necdin modulation by gain- and loss-
of-function assays did not affect the life span of primary cells. However, in a genotoxic
stress conditions caused by irradiation, Necdin overexpressing cells presented an increase
radioresistance comparable to when p53 was directly inactivated. These results in human
cells supports the effect observed in mouse cells relative to the impact of Necdin levels on a

p53 response under stress conditions.

We initiated preliminary experiments to address whether our results in cell culture
could be translated to human cancer models. We characterized Necdin expression in two
types of human cancers. First, in ovarian cancer, we observed elevated levels of Necdin
expression in low malignant potential serous ovarian cancers (LMP) when compared to
aggressive serous ovarian cancers. Our results suggest that Necdin expression was limited
to LMPs, which usually present a wild type p53 gene. Necdin expression was also found in
two ovarian cancer cell lines, which were both non-tumorigenic in a mouse xenograft
assay, and interestingly one of the cell line had a functional p53. Moreover, the

characterization of Necdin expression in four prostate cancer cell lines also suggested a
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relationship between its expression and the presence of functional p53. In prostate cancer,
as in ovarian cancer, Necdin expression seems to be detected in cell lines representing less

aggressive forms of the disease.

The use of the PyLT viral oncoprotein allowed us to reveal interesting properties for
Necdin. We propose that, in some contexts, the constitutive expression of Necdin could
contribute to cancer promotion by delaying appropriate p53 responses and possibly
promoting genomic instability. The potential oncogenic function of Necdin, and its
relationship with p53 as revealed by the research described in this dissertation, requires
more investigation. Preliminary results suggest that human ovarian and prostate cancers

could be good models to address the role of Necdin in carcinogenesis.

Keywords : Necdin, p53, Large T antigen, murin Polyomavirus, carcinogenesis,

senescence, ovarian cancer, prostate cancer
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Figure supplémentaire 2 Le niveau basal de p21 est affecté par Necdin dans les NIH et

Figure supplémentaire 3 Expression de Necdin dans différentes lignées cellulaires du
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Figure supplémentaire 4 Expression de Necdin dans différentes lignées cellulaires du
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CHAPITRE 1

Introduction

1.1 Le cancer, une maladie complexe

A chaque jour, I’homme est exposé a de nombreux agents environnementaux
susceptibles de provoquer des modifications génétiques. L’accumulation d’événements
mutationnels successifs dans une cellule peut occasionner le développement d’un cancer,
qui est une maladie qui implique plusieurs étapes indépendantes [1]. Essentiellement, une
tumeur se développe lorsque les cellules se divisent de fagon incontrolée et ne meurent pas
lorsqu’elles le devraient. Les efforts combinés d’un nombre grandissant de chercheurs aux
quatre coins de la planéte sont investis a la compréhension des mécanismes adjacents a
cette maladie. Le principal obstacle réside dans la complexité de cette maladie qui peut
toucher les différents tissus de 1’organisme, obligeant la compréhension de divers contextes
cellulaires, et implique une multitude de combinaisons de modifications moléculaires. Les
efforts sont partagés pour ¢lucider les causes, les mécanismes moléculaires, 1’évolution et le

traitement qui sont tous des volets qui ont leur importance dans cette maladie.

Les trois principaux facteurs de prédisposition au cancer sont I’exposition aux
carcinogeénes, 1’hérédité et 1’age qui est le principal facteur puisque l’incidence et la
mortalité augmente presque de fagon exponentielle avec 1’dge ce qui refléte une
accumulation d’événements mutagéniques au cours de la vie [2,3,4]. L’hérédité comme
facteur de prédisposition référe entre autre aux cas familiaux de cancer qui se caractérisent
par une forte incidence de cancers particuliers au sein d’une famille en raison d’une
mutation transmise a la descendance [5]. Le patrimoine génétique d’un groupe ethnique
peut aussi contenir certaines particularités partagées par une population qui la protége ou la
prédispose a certaines maladies [6]. Par opposition au cancer dit héréditaire, le cancer
sporadique est celui qui se développe sans prédispositions génétiques familiales apparentes
suite a des modifications spontanées génétiques ou ¢€pigénétiques du génome et qui

s’accumulent tout au long de la vie. Souvent, I’exposition d’une personne a divers agents



carcinogenes, tel que 1’exposition aux rayons ultraviolets ou a des toxines présentes dans
I’air, I’eau ou la nourriture, sera la cause de ces événements. La nature, la fréquence et
I’intensité de I’exposition aux agents carcinogenes rencontrés privilégieront certains types
de cancer [7]. A ces facteurs s’ajoute le style de vie qui est de plus en plus pointé du doigt.
Le tabagisme en est un exemple connu, mais le régime alimentaire est maintenant considéré
comme influent sur la prédisposition au cancer. L’obésité augmente le risque de plusieurs
cancers alors que le controle du régime alimentaire offre un effet bénéfique dans la
prévention de la maladie. Des études portant sur des modeles de rongeurs de méme que sur
des primates appuient I’affirmation qu’une restriction en calories a pour effet de prolonger

la vie en retardant 1’apparition de cancer [8,9].

La grande variabilit¢ génétique qui est retrouvée d’un cancer a l’autre est un
obstacle au développement d’un traitement polyvalent. Aujourd’hui, de nombreux efforts
de recherche sont dédiés a la caractérisation du profil génétique des tumeurs afin
d’identifier des voies communes rapprochant les différentes pathologies. Principalement, la
mort du patient atteint d’un cancer survient dans 90% des cas lorsque la tumeur envabhit
d’autres sites (métastases) [10] ou encore que la tumeur affecte gravement le
fonctionnement normal du ou des organes atteints. Par ailleurs, le dépistage précoce du
cancer permet un meilleur pronostique en permettant de retirer ou de traiter la 1ésion avant
qu’elle n’atteigne un stade plus avancé, donc plus difficile a traiter. Ainsi, pour aider a la
prévention ou a un meilleur traitement du cancer, il est d’une grande nécessité de connaitre
les événements successifs qui se produisent tout au long de son développement pour

permettre un meilleur dépistage et améliorer les traitements.

1.1.1 Oncogénes et suppresseurs de tumeur

Le cancer est une maladie qui prend naissance suite a des déréglements génétiques.
Deux catégories principales de genes sont impliquées dans le processus de carcinogénése :

les oncogenes et les génes suppresseurs de tumeur. Le proto-oncogene, c’est-a-dire la



forme normale du gene, est activé en oncogene suite a des mutations, amplification ou
translocation. Dans une cellule normale, le proto-oncogene régule la prolifération en
répondant aux signaux envoyés par différentes voies. Lorsque le proto-oncogéne est
modifi¢ pour devenir un oncogene, il peut se retrouver sous une forme continuellement
active, en quantité trop €levée ou former une chimere avec une autre protéine générant un
produit avec des fonctions nouvelles ou altérées. Le mode d’action des oncogenes est
généralement dominant, avec un seul alléle affecté pour générer un phénotype. A titre
d’exemples, Ras, c-Myc, Her2/Neu, Cyclin D1 et Abl font partie des proto-oncogenes les

plus connus qui se retrouvent modifiés en oncogenes dans différentes tumeurs.

A T’opposé des oncogénes, les génes suppresseurs de tumeur sont inactivés pour
permettre le développement d’un cancer par des mutations (ponctuelles, non-sens), des
délétions ou des modifications épigénétiques telle que la méthylation du promoteur qui rend
le geéne silencieux. Dans le cas des suppresseurs de tumeur, ’inactivation des deux all¢les
est souvent requise dans la carcinogénese. C’est ce que décrit la théorie du double coup
(Two hits) qui est venue d’évidences expérimentales lors de 1’étude du rétinoblastome, un
cancer héréditaire [11,12]. Dans ce cas de cancer familial, un allele muté du gene codant
pour la protéine du rétinoblastome (Rb1) est transmis de pair avec un alléle fonctionnel.
Selon la théorie du double coup, c’est cet allele normal qui maintient la fonction de
suppresseur de tumeur et qui devra aussi étre muté de fagon sporadique pour que le cancer
se développe. On parle alors de perte d’hétérozygotie (LOH pour loss of heterozygosity)
pour décrire ce « deuxieme coup » a I’allele qui était jusque 14 fonctionnel. Ce modele ne
faisant intervenir que deux étapes se présente maintenant dans un tableau plus complexe ou
4 a 6 événements successifs impliquant plus d’un geéne sont requis pour le développement
d’un cancer [13]. L’introduction de la notion d’haploinsuffisance est aussi venue étoffer la
théorie du double coup de Knudson concernant les geénes suppresseurs de tumeur.
L’haploinsuffisance est impliquée lorsque le produit d’un seul alléle normal n’est pas
suffisant pour remplir la pleine fonction de suppresseur de tumeur, ce qui ce traduit dans

une tumeur par la présence d’un alléle normal et un inactif [14,15]. Parmi les multiples



suppresseurs de tumeur, mentionnons BRCAT1 et 2, PTEN, VHL, APC, NF1 et WT1 pour
lesquels le lien avec le cancer est clairement établi. Deux des nombreux suppresseurs de
tumeur seront décrits plus en détail dans cette ouvrage : p5S3 et Rb. Ils ont été choisis en
fonction de leur grande importance dans le domaine de méme que dans notre modele
cellulaire puisque les voies qu’ils controlent sont dérégulées dans pratiquement, sinon, tous

les cancers.

1.1.1.1 Le suppresseur de tumeur Rb

Le cycle cellulaire est divisé en quatre phases qui sont étroitement régulées par
différentes composantes cellulaires (Figure 1, page 5). Les phases G1 et G2 (G pour gap)
sont des phases préparatoires intercalées entre les étapes critiques S et M (syntheése de
I’ADN et mitose). Lorsque des signaux mitogéniques sont transmis dans la cellule, une
cascade de phosphorylations se met en place. Les Kinases dépendantes des cyclines (Cdk)
fonctionnent comme leur nom I’indique en combinaison avec des cyclines et différents
hétérodimeres vont &tre présents pour réguler les phases distinctes du cycle cellulaire
(Figure 1 page 5). Le complexe Cdk-Cyclin est activé via la phosphorylation par le
complexe kinase activatrice de Cdk (CAK) qui est constitué d’une sous-unité catalytique
Cdk7, une sous-unité régulatrice Cycline H et un facteur d’assemblage Matl [16,17]. Le
suppresseur de tumeur Rb, faisant partie de la famille des pRb (Rb ou p105, Rb2 ou p107 et
Rb3 ou p130), est encodé par le gene de susceptibilité au rétinoblastome et fait partie du
point de controle qui régule le passage de la phase G1 4 S. Rb contient de nombreux sites
de phosphorylation. Dans sa forme active, Rb est hypophosphorylé et séquestre le facteur
de transcription E2F sur lequel Rb exerce un effet inhibiteur [18] (Figure 1, page 5). Sous
les signaux mitotiques en début de la phase G1, I’association de cyclinD/cdk4 et
cyclinD/cdk6 amorce la phosphorylation de Rb. Plus tard en G1, la phosphorylation est
complétée par le duo cyclinE/cdk2 et maintenue par cyclinA/cdk2 en début de la phase S.
L’hyperphosphorylation de Rb I’inactive et ce faisant, libére E2F. La libération de E2F

permet la transactivation des génes requis pour la transition a travers les différentes phases,



tel que genes codants des protéines de la machinerie nécessaire a la réplication de I’ADN
soit la Thymidine Kinase, la DNA polymérase alpha et Dihydrofolate reductase; des cyclins
et CDK soit Cycline E, Cycline A, CDK2 et CDC2 (CDK1). De plus, E2F1 régule sa
propre expression ce qui constitue une boucle de régulation positive. L’activité¢ CDK4 et
CDKG6 peut étre inhibée par les inhibiteurs des kinases dépendantes des cyclines (CDKI) ce
qui a pour effet I’arrét du cycle cellulaire en phase Gl en conséquence de 1’état
d’hypophosphorylation de Rb. La famille des CDKI se divise en deux groupes : les
CIP/KIP qui rassemblent p21", p27<"! p57%"* et les INK4 qui incluent p15™5*,

gMKde p19™K4H de méme que p16™** qui sera décrit plus loin (revue par [19,20]). La

pl
voie de signalisation de Rb/E2F est nécessaire pour le maintient d’un cellule normale et
I’importance de son inactivation pour le développement d’un cancer est reflétée par la

fréquence de mutations des composantes identifiées de la voie dans 90% des cancers [21].
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Figure 1 Le cycle cellulaire et la voie de signalisation de Rb/E2F

Les signaux mitogéniques entrainent [’activation du complexe cycline D/Cdk4 et Cdk6 qui initient la
phosphorylation de Rb. Rb est maintenu phosphorylé tout au long du cycle cellulaire ce qui provoque le
relachement de E2F qui peut transactiver ses génes cibles. La régulation de la progression dans le cycle est
sous le contrdle d’inhibiteur de Cdk. (Adaptation de [22])



1.1.1.2 Le suppresseur de tumeur p53

L’intérét initial pour p53 a été nourri par I’étude des mécanismes de tumorigénese
par le virus simien vacuolant 40 (SV40), un virus oncogénique a ADN. C’est a partir de ce
modele que p53 a été découvert par deux groupes [23,24]. D’abord identifié a tord comme
un oncogene [25,26,27], le plus étudié des suppresseurs de tumeurs est maintenant
largement caractérisé¢ dans la littérature. p53 (produit du gene 7P53) peut étre considéré
comme le noyau central des voies menant au contrdle de la prolifération. L’activation de
p53, un facteur de transcription, résulte en une modulation de 1’expression d’une centaine
de genes cibles qui agissent dans deux avenues fonctionnelles principales (Figure 2 page 7).
La premiécre implique la régulation du cycle cellulaire qui mene a I’arrét de la prolifération
[28] alors que la seconde vise a 1’¢limination des cellules par une mort controlée nommée
apoptose [29]. La décision de la réponse appropriée dépend de la nature et de la force des
signaux de stress qui sont captés et est largement dépendante du contexte cellulaire. p53
peut subir une multitude de modifications post-traductionnelles telles que la méthylation,
I’acétylation et la sumolation qui augmentent sa fonction apoptotique et de transactivation
alors que 1’ubiquitination et la neddylation inhibent I’activité de p53 (revue par [30]). Le
type de modification arborée par p53 est spécifique aux signaux intrinséques ou
extrinséques qu’il recoit. Ainsi, aprés avoir recu un signal de stress, p53 permet la
production de protéines effectrices particuliéres a ce stress [31]. Parmi ces signaux, on
retrouve une variété de dommages a I’ADN (cassures double ou simple brin, alkylation de
bases, dépurination de I’ADN) qui indiquent que I’intégrité du génome est menacée et pour
lesquels différents mécanismes de réparation sont employés. Ces voies de réparation

contiennent des enzymes responsables de signaler le dommage a la voie de p53 (Figure 2,

page 7).

Parmi les autres protéines responsables de la régulation de p53, se retrouve le
régulateur principal Mdm2 (murine double minute 2, quelquefois appelé Hdm2 chez

I’humain) [32]. Mdm2 provoque en condition normale la dégradation de p53 par un



mécanisme ubiquitine-dépendant ce qui a pour effet de maintenir un niveau basal de p53
relativement bas dans la cellule [33]. Par contre, en condition de stress, p53 subit des
modifications post-traductionnelles ce qui occasionnent son relachement de Mdm?2. Ainsi,
p53 libéré s’accumule dans le noyau ce qui mene a sa liaison directe a des sites spécifiques
de ’ADN pour transactiver ou réprimer les génes a proximité de ces sites (Figure 2, page
7). Mdm?2 fait aussi partie des génes cibles de p53 ce qui permet une boucle de régulation

négative de la signalisation a travers la voie de p53 elle-méme [34].
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Figure 2 La voie de signalisation de p53

p53 est activé par une variété de signaux qui conduisent a son activation transcriptionelle qui ménent a la
I’expression de divers geénes cibles. Ces genes cibles engagent différentes réponses selon la nature et
Iintensité du signal. Mdm2, un geéne cible de p53, est impliqué dans la boucle de régulation négative de la
voie de signalisation en provoquant la dégradation de p53 par le protéasome. (Adaptation de [35])



Pour promouvoir une réparation adéquate des dommages a I’ADN, p53 a la capacité
d’arréter le cycle cellulaire en induisant I’expression de 1’inhibiteur de CdK, p21 [36,37].
p21 inhibe la plupart des Cdk régulatrices de la phosphorylation de Rb ce qui cause un arrét
du cycle cellulaire. Ce point de contrdle de la prolifération par p53 ajoute un niveau de
régulation supplémentaire a la voie de Rb-E2F décrite précédemment (Figure 1, page 5).
En plus de I’arrét en phase G1 du cycle cellulaire, p53 exerce aussi un point de contrdle
dans la phase G2 [38,39,40]. p53 peut également induire un arrét permanent de la
prolifération, la sénescence [41], qui est abordée plus loin a la section 1.1.3.1 (page 14). De
plus, p53 ne sert pas seulement I’expression des effecteurs en cas de dommages a I’ADN.
I1 semble aussi avoir un role actif dans la réparation des dommages en co-localisant sous sa
forme phosphorylée directement aux sites de dommages en compagnie de la forme activée
de I’histone H2AX (y-H2AX) [42]. Dans certaines conditions, par exemple lorsque les
dommages sont trop importants, la mort de la cellule est privilégiée plutdt que 1’arrét de la
prolifération et la réparation. L’apoptose induite en réponse a 1’activation de p53 peut étre
le résultat de I’activation transcriptionnelle de génes pro-apoptotiques tels que Bax, Noxa,
Puma [43] ou la répression de genes anti-apoptotiques comme Survivin [44]. p53 peut
aussi induire 1’apoptose indépendamment de son activité transcriptionnelle en relocalisant a
la membrane mitochondriale ou il interagit avec Bax pour perméabiliser la membrane et

enclencher le programme apoptotique [45].

L’arrét de prolifération et I’apoptose sont deux fonctions de p53 qui ont un effet
suppresseur de tumeur en prévenant la propagation de cellules potentiellement hasardeuses.
Ceci est démontré dans divers modeles de souris transgéniques ou 1’inactivation de p53
n’affecte pas leur développement normal, toutefois ces souris présentent une susceptibilité
accrue au développement de tumeurs spontanées ce qui soutient 1’importance de p53
comme gardien du génome [46,47,48]. De plus, chez I’humain, une prédisposition a une
variété de cancer, nommée le syndrome de Li-Fraumeni, est également retrouvée chez les

individus porteurs d’une mutation germinale hétérozygote de 7P53 [49]. Ainsi, durant le



processus de tumorigenese, la cellule doit perdre ce point de contréle pour pouvoir survivre
et proliférer, ce qui se produit dans la moiti¢ des tumeurs [50,51]. Ce qui distingue le plus
souvent la forme sauvage des formes mutées de p53 présentes dans les cancers est la perte
de la capacité de liaison a ’ADN et de transactivation (revue par [52]) ce qui souligne
I’importance des genes cibles dans la réponse anti-tumorale de p53. De plus, la présence
d’une version mutée de p53 peut agir en dominant négatif sur la protéine native [53]. Les
conséquences de la mutation du géne 7P53 affectent directement la stabilité génomique en
augmentant le taux de mutations et d’aneuploidie qui résultent de la progression du cycle
cellulaire malgré la présence de dommages non réparés et de la diminution de I’habilité a

entrer en apoptose avec des dommages séveres [54].

1.1.2 Les préceptes de la carcinogénése

Hanahan et Weinberg [1] ont publi¢é en 2000 un résumé abondamment cité
définissant les traits phénotypiques qu’une cellule normale doit acquérir pour devenir
cancéreuse. Six traits y sont énoncés : 1) I’indépendance aux signaux prolifératifs, 2)
I’absence de réponse aux signaux anti-prolifératifs, 3) 1’évasion de I’apoptose, 4) la
prolifération a I’infinie, 5) la capacité de former de nouveaux vaisseaux sanguins, et dans
les cancers plus avancés 6) I’invasion du tissus et formation de tumeurs a des sites

secondaires.

L’ensemble de ces capacités découle d’une accumulation de mutations uniquement
possible lorsqu’une cellule montre au départ une augmentation de sa mutabilité parce
qu’elle contient des défauts dans les mécanismes de réparation ou de maintient de
I’intégrité du génome. La destinée d’une cellule a devenir un cancer est tributaire des
avantages prolifératifs sélectifs qu’elle réussira a acquérir. Voici un survol de ces
caractéristiques. La propriété de se diviser indéfiniment nécessite une plus grande entrée en
mati¢re vu son importance dans le projet de recherche décrit dans cette these et sera le sujet

d’une prochaine section (1.1.3.2).
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1.1.2.1 La perturbation de la réponse aux signaux pro- et anti-préliferatifs

En condition normale, les cellules sont gouvernées par leur environnement qui
envoie des signaux prolifératifs et anti-prolifératifs qui limitent leur division. Le tout est
d’assurer un équilibre entre les cellules qui meurent et celles qui se divisent pour assurer
I’intégrité et la fonctionnalité d’un tissus ou d’un organe. D’importantes modifications
doivent étre apportées a la cellule pour lui permettre de se détacher de sa dépendance aux
facteurs de croissance qui lui permettent de proliférer normalement. Différentes cascades
de signalisation prennent naissance a la membrane cytoplasmique via les récepteurs
membranaires et convergent vers les régulateurs du cycle cellulaire. Souvent, les tumeurs
sont en mesure de générer leurs propres signaux de prolifération par des boucles autocrines
ou encore miment le signal d’un récepteur engagé par un facteur de croissance par des
mutations des récepteurs membranaires. La surexpression de ces récepteurs peut aussi
permettre de répondre plus fortement & un niveau de signal habituel. L’inverse est
applicable pour I’insensibilisation aux signaux anti-prolifératifs ou une diminution de la
quantit¢ de récepteurs ou leur mutation permettent de contourner ces signaux. Les
protéines qui transmettent les signaux dans une cascade qui relaye I’information jusqu’au
cceur de la cellule sont aussi les cibles de mutations qui troublent leur fonctionnement
habituel. Finalement, les signaux pro- ou anti-prolifératifs convergent vers la voie Rb-E2F
qui maintient le contrdéle du cycle cellulaire et qui est aussi inactivé de diverses manieres

lors de la tumorigénése.

1.1.2.2 La résistance a la mort cellulaire

Lorsque les cellules subissent un stress excessif ou présentent un matériel génétique
trop endommagé, un mécanisme d’auto-élimination de cette cellule est enclenché.
L’apoptose est une mort cellulaire programmée dite « propre » puisqu’elle n’entraine pas
d’inflammation, contrairement a la nécrose, et envoie des signaux afin que d’autres cellules

viennent phagocyter les corps apoptotiques générés. Deux voies principales d’activation
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sont impliquées dans I’apoptose : la voie extrinséque et la voie intrinséque. La voie
extrinséque sert a communiquer les signaux provenant de I’extérieur par I’intermédiaire de
récepteurs situés a la membrane plasmique de la cellule et appartenant a la superfamille des
récepteurs au TNF (Tumor necrosis facteur) (revue par [55]). A titre d’exemple, cette voie
est sollicitée par les cellules du systéeme immunitaire pour provoquer I’élimination d’une
cellule anormale. La voie dite intrinséque va capter les signaux anormaux initiés a
I’intérieur de la cellule et déclencher une cascade impliquant généralement la dépolarisation
de la mitochondrie. Le dommage a I’ADN est un exemple de signal qui peut émerger de
I’intérieur de la cellule [56]. Les deux voies apoptotiques vont converger vers I’activation
de protéases spécialisées, les Caspases, qui sont responsables des manifestations observées
au cours du processus de mort [57]. Les deux voies comprennent un bon nombre
d’effecteurs qui représentent autant de possibilités de contournement de 1’apoptose
lorsqu’ils sont dérégulés mais la plus fréquente perte d’un régulateur de I’apoptose est celle
du suppresseur de tumeur p53 [58]. En somme, une tumeur pourra prendre de I’expansion
seulement si le taux de mort cellulaire n’est pas plus important que le rythme de division.
La capacité d’une cellule a résister a 1’apoptose aura aussi un impact clinique au moment
du traitement de la tumeur puisque la chimiothérapie ou la radiothérapie reposent sur la

capacité de la cellule a répondre a ces insultes par la mort.

1.1.2.3 La capacité a former de nouveaux vaisseaux

Méme si une cellule acquiert la capacité de se diviser de fagon anarchique et de
résister a I’apoptose, elle sera a un moment limitée dans la formation de la tumeur par la
diminution de I’apport en oxygene et de nutriments essentiels. La tumeur acquiert
graduellement du volume suite a I’accumulation des divisions successives, pour finalement
atteindre un diamétre critique ou certaines cellules situées au centre de la masse ont un
acces limité a ces ressources [59]. Pour assurer sa survie et continuer a croitre, la tumeur a
ce stade requiert la formation de nouveaux vaisseaux sanguins par un processus appelé

angiogenese. L’hypoxie, c’est-a-dire la quantité insuffisante d’oxygéne, va provoquer la
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sélection de cellules capables d’envoyer des signaux pour recruter les cellules endothéliales
nécessaires a la construction de ces vaisseaux [60]. De facon simplifiée, la tumeur
provoque la formation de vaisseaux en changeant la balance entre 1’inhibition de facteurs
anti-angiogéniques tel que thrombospondine-1 et la sécrétion de facteurs angiogéniques
comme le facteur de croissance de I’endothélium vasculaire (VEGF pour Vascular
endothelial growth factor) et le facteur de croissance du fibroblaste (FGF ou Fibroblast
growth factor) [61,62,63].

1.1.2.4 L’invasion et la formation de tumeurs a distance

Finalement, la derniére des capacités acquises par une tumeur décrite par Hanahan
et Weinberg [1], est la capacité de quelques cellules de quitter la tumeur initiale et de
former une ou des nouvelles tumeurs a un site secondaire. Ces tumeurs secondaires sont
appelées métastases. Ceci réfere a une propriété qui n’est toutefois pas nécessaire pour le
développement de la tumeur a proprement parler, mais qui caractérise plutot son évolution.
L’invasion de la tumeur de départ débute par des modifications du niveau d’expression des
protéines d’adhésion cellule-cellule, les cadhérines, et d’adhésion a la matrice, les
intégrines [64]. De plus, la sécrétion de protéases par les cellules tumorales ou par des
cellules de I’environnement de la tumeur va permettre a la cellule de traverser la couche de
matrice extracellulaire (ECM) pour pouvoir migrer a travers la circulation sanguine a la
recherche d’un foyer secondaire propice [65]. L’intravasation du réseau lymphatique est
aussi une porte d’acces vers un nouveau site qu’exploitent les cellules tumorales [66]. Les
métastases associées a un cancer donné se retrouvent principalement dans des sites
spécifiques comme c’est le cas du cancer du sein qui le plus souvent génére des métastases
au cerveau et aux os [67], ce qui suggere que le site d’implantation n’est pas choisi

aléatoirement.
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1.1.3 La sénescence

Les cellules primaires humaines, lorsque misent en culture, ont une capacité limitée
a se diviser aprés quoi elles entrent dans un état d’arrét permanent de la prolifération
nommé sénescence (M1 pour Mortality 1) [68]. A chaque division cellulaire se produit un
raccourcissement progressif des télomeres [69,70], une structure protectrice qui couvre le
bout des chromosomes et en assure la stabilité. Suite a plusieurs cycles cellulaires, les
télomeres atteignent une longueur critique ce qui provoque de fagon naturelle la
sénescence. Le nombre de fois qu’une cellule humaine peut se diviser avant de s’arréter de
fagon permanente est nomm¢ la limite de Hayflick selon le chercheur qui I’a caractérisée le
premier et représente en générale de 40 a 60 divisions [71]. Dans le cas des cellules
primaires de souris misent en culture, la situation est légérement différente. La sénescence
est aussi observée aprés un certain nombre de division, mais n’est pas le résultat de
I’érosion des télomeres puisque chez la souris les télomeres sont beaucoup plus long et la
télomerase est présente de fagcon constitutive (revue par [72]). C’est la sensibilité¢ des
cellules murines aux dommages oxydatifs engendrés par les conditions artificielles de
culture qui va provoquer I’arrét de prolifération en fonction du temps [73,74]. 11 semble
que les cellules humaines présentent une moins grande sensibilit¢ aux conditions
oxydatives en raison des mécanismes de réparations plus efficaces et différents. Les
cellules sénescentes présentent une morphologie caractéristique élargie, aplatie et vacuolée.
La présence de la beta-galactosidase (SA-B-Gal ou semnescence-associated beta-
galatosidase) qui est détectable en condition acide est un marqueur des cellules en
sénescence autant in vitro que in vivo [75]. Les cellules sénescentes, bien qu’elles ne se
divisent plus, demeurent métaboliquement actives et sécrétent un bon nombre de facteurs

capables d’agir sur leur microenvironnement et sur elles-mémes [76,77].

Outre le raccourcissement des télomeres qui caractérise la sénescence réplicative

chez I’humain et les dommages a I’ADN induits par le fort taux d’oxygene chez la souris,
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d’autres processus sont reconnus pour induire la sénescence des cellules en culture : c’est la
sénescence prématurée (revue par [78]). Celle-ci se rapporte a la sénescence induite par un
stress comme les dommages séveres a I’ADN ou I’exposition a des concentrations élevées
en oxygene (Stress-induced premature senescence ou SIPS) [79,80] ou par I’activation
d’oncogenes tels que Ras ou RAF qui méne a des signaux mitogéniques démesurés
(Oncogene-induced-senescence ou OIS) [81,82]. Dans ce contexte, la sénescence agit
comme un mécanisme anti-tumoral en prévenant la propagation de cellules potentiellement
endommagées de fagon irréversible ou en limitant la prolifération désordonnée engendrée
par un oncogene. Les cellules en sénescence prématurée présentent les mémes marqueurs
phénotypiques que dans la sénescence réplicative et les mécanismes moléculaires
responsables des deux formes de sénescence sont principalement les mémes. Ce
phénoméne largement étudié in vitro a aussi €té observé in vivo dans les tissus de
mammifere (revue par [83]). In vivo, la sénescence est observée dans les 1ésions pré-
néoplasiques alors qu’elle est principalement absente dans les tumeurs avancées [84,85,86].
Considéré comme un mécanisme essentiel pour limiter le développement de tumeur au
cours de la vie, I’accumulation de cellules sénescentes conduit au vieillissement et au

développement de maladies associées tel 1’athérosclérose (revue par [87]).

1.1.3.1 Les mécanismes moléculaires impliqués dans la sénescence

Il n’est pas étonnant que la sénescence soit reconnue comme un mécanisme anti-
tumorigénique chez ’humain et la souris puisque les effecteurs principaux sont les voies
des suppresseurs de tumeur p53 et Rb [41,88] qui sont rappelons-le les voies les plus

fréquemment perturbées dans les tumeurs.

Dans la sénescence réplicative, la cellule percoit le dysfonctionnement des
télomeres comme des dommages a I’ADN et enclenche la réponse appropriée via pS3 [89].
Cette réponse aux dommages a I’ADN est également impliquée lors de la sénescence

induite par les oncogenes [90,91]. p53 subit des modifications post-transcriptionnelles qui
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résultent en un arrét de la prolifération impliquant 1’augmentation de p21 et
I’hypophosphorylation de Rb [92]. L’apparition de certaines protéines dans les cellules

6™k identifié comme un inhibiteur des Cdk

sénescentes a orienté D’attention sur pl
[93,94]. pl6™** lie et inactive Cdk4 et Cdk6 ce qui conduit & I’inhibition de la
phosphorylation de Rb (Figure 3, page 16). L’activité de pl6™"* sur les Cdk, combinée a
celle de p21, a un fort effet sur le maintient de Rb hypophosphorylé¢ et bloque de fagon
irréversible la prolifération ce qui est caractéristique de la sénescence [95,96,97]. L’arrét
définitif des cellules sénescentes est relié a 1’accumulation des structures
hétérochromatiques dépendantes de Rb a différents sites spécifiques (Senescence-
associated heterochromatic foci ou SAHF), entre autre aux sites des génes cibles de E2F,

pour les maintenir silencieux [98]. Ni le retrait de Rb, ni celui de p53, permettent de

renverser ce phénotype une fois qu’il est établi.

Dans la sénescence non-télomérique, 1’envoie de signaux mitogéniques
supraphysiologiques par 1’ajout de certains oncogenes, par exemple 1’activation de la voie
Ras-Raf-MEK, méne aussi a I’activation de pl6™"*. Le tableau dressant la coordination

INK4 < . .
6 " n’est pas encore tout a fait clair, mais

des facteurs qui régulent 1’expression de pl
certains mécanismes semblent étre acceptés pour la sénescence réplicative et prématurée.
Les facteurs de transcription Etsl et Ets2 sont responsables de 1’induction de 1’expression
de pl6™* suivant I’expression d’oncogénes mitogéniques de méme que dans la
sénescence réplicative [99]. Id1 est un inhibiteur de Ets2 et son expression diminue avec la
sénescence relevant la répression sur pl6™<* [99]. De plus, certains membres du groupe
de gene polycomb (PcG) agissent négativement sur le locus complet INK4/ARF tel que
Bmi-1 et Cbx7. L’expression de chacun diminue avec I’apparition de la sénescence alors

que tous deux rallongent la vie proliférative lorsque surexprimés dans des cellules

humaines [100,101,102].
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Des résultats contradictoires laissent planer le doute sur I’implication de p14**F

dans la sénescence réplicative et non-télomérique chez I’humain [104,105]. pl14™*" ne
semble pas induit par une stimulation oncogénique déréglée [81,95,105] et son expression
au cours de la sénescence réplicative demeurent inchangée [105] ou augmente [104] selon
différents auteurs. La capacité de p14*%" d’agir comme suppresseur de tumeur en induisant
la sénescence est toutefois appuyée par un arrét de prolifération permanent suivant sa
surexpression dans les cellules primaires humaines [104] tout comme c’est le cas par
exemple des inhibiteurs de CDK pl6™%* et p21 [106]. De plus, il est clair que la
surexpression de E2F1 induit la sénescence dépendante de la modulation de I’expression de

ARF . N
4 contribue a

p14**F [104], qui est un géne cible de E2F1 [107]. L’augmentation de pl
I’activation de p53 en interagissant avec Mdm2 pour ’inactiver ce qui cause la stabilisation
et ’activation de p53 [108] (Figure 3 page 16 et Figure 2 page 7). Ainsi, une intéressant
chaine de signalisation relie les deux principaux suppresseurs de tumeur Rb et p53: a

travers la signalisation de Rb-E2F1 émerge 1’expression de p14*%*

, un inhibiteur de p53,
alors que de la voie de p53 on obtient I’expression de p21 qui régule les inhibiteurs de Rb

(Figure 3, page 16)
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Il est intéressant de noter que les protéines pl4**" (p19**F chez la souris) et
p16™5* sont les produits d’un méme locus (INK4/ARF) via épissage alternatif [109] qui
vont agir sur deux voies distinctes : 'un menant a ’inactivation de p53 et I’autre a
I’hypophosphorylation de Rb. La localisation de ces deux geénes sur le méme locus
constitue en quelque sorte une faiblesse dans le mécanisme anti-cancer de la cellule puisque
la perte de ces geénes simplement par un seul événement entraine un impact sur les deux
voies majeures de régulation de la prolifération. Toutefois, 1’importance de ces
suppresseurs de tumeur semble étre différentes selon 1’espéce. Alors que les évidences

montrent que la perte de pl6™<*

s’avere étre le plus souvent impliquée dans les cancers
chez I’humain, chez la souris c’est pl9ARF qui semble étre le plus important dans la

sénescence et le cancer [105].

1.1.3.2 La sénescence, ’'immortalisation et la transformation

Un des événements essentiels a la carcinogénése est la capacité que la cellule doit
acquérir de se diviser indéfiniment [1]. C’est ce que I’on nomme I’immortalisation et ce
phénomene s’avére étroitement relié a la sénescence. Le raccourcissement des télomeres,
qui semble étre le senseur du vieillissement de la cellule, limite la prolifération puisque les
cellules humaines somatiques normales n’expriment pas la télomérase [110]. 1l en est
autrement dans les cellules cancéreuses humaines, ou ’activité de la télomérase peut étre
détectée dans 85-90% des tumeurs [110]. Dans les cancers ou la télomérase n’est pas
retrouvée active, un mécanisme alternatif d’¢longation des télomeres (ATL) par
recombinaison peut étre employé [111]. L’activation de la télomérase permet d’allonger la
durée de vie de certaines cellules humaines [112,113] (Figure 4, page 19) alors
qu’inversement, I’inhibition de I’activité télomérase dans certaines cellules tumorales limite
leur croissance [114]. La reconstitution de I’activité de la télomérase dans les cellules
normales se fait par ’ajout de la sous-unité catalytique hTert (Human telomerase reverse
transcriptase) [112]. Les exigences pour I’immortalisation sont différentes selon le

contexte cellulaire dans les cellules normales et ce principe a largement été étudié in vitro.
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Alors que des fibroblastes humains et certaines cellules épithéliales peuvent étre
immortalisés par le seul ajout de hTert, les kératinocytes et quelques cellules épithéliales
humains requiérent des événements supplémentaires pour se diviser indéfiniment

[112,115].

Le contournement de la sénescence réplicative dans les cellules humaines peut se
faire par I’inactivation combinée des voies de signalisation de p53 et de Rb bien que
I’inactivation d’une seule de ces deux voies aura pour effet d’allonger quelque peu la vie de
certaines cellules primaires en permettant quelques doublements supplémentaires
[41,88,116,117]. L’inactivation en simultanée de ces ceux voies peut étre réalisée par
I’utilisation de protéines virales (Figure 5, page 19) tels que I’antigéne grand T de SV40
(SV40LT) qui inactive a la fois les deux voies en interagissant avec Rb et p53
[118,119,120,121] ou avec une combinaison des protéines virales E6 et E7 du virus du
papillome humain (HPV) qui ciblent p53 et Rb respectivement [41,122,123,124]. Ceci
démontre d'ailleurs un contexte important dans lequel les protéines virales sont largement
utilisées comme outil pour modéliser et comprendre des mécanismes moléculaires clés dans
la sénescence et de ce fait de la carcinogénese. Toutefois, méme avec l’inactivation des
deux suppresseurs de tumeur, la cellule qui peut proliférer plus longtemps va entrer dans
une deuxiéme phase d’arrét de la prolifération appelée crise (M2 ou Mortality 2) puisqu’en
absence de la télomérase, les téloméres continuent leur érosion graduelle a chacune des
divisions [125] (Figure 4, page 19). Dans cet état instable de crise ou beaucoup de cellules
meurent, il est extrémement rare d’observer 1I’émergence de cellules humaines immortelles

[126,127].
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Figure 4 Le raccourcissement
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Selon le modele de la carcinogénése, des événements supplémentaires a
I’immortalisation surviennent dans la cellule pour atteindre la transformation. Toutefois,
les principes de la transformation établis a partir de I’étude des cellules de rongeurs n’ont
pu étre transposés simplement aux cellules humaines. L’introduction de différentes
combinaisons d’oncogeénes s’est avérée inefficace pour rendre les cellules humaines
transformées, alors que la collaboration de deux oncogénes tels que Ras et Myc transforme
efficacement les cellules de rongeurs [130,131,132,133]. Ces évidences révelent que chez
I’humain, des mécanismes de défense plus complexes existent et passent par des voies

redondantes. Ceci est appuyé par le fait que I’immortalisation de cellules de rongeurs peut
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se produire de fagon spontanée alors que chez I’humain, pour obtenir une population qui se
divise indéfiniment la combinaison de plusieurs événements est souvent requise. Conscient
que la différence majeure entre I’humain et la souris réside dans la longueur des télomeres
et que cette différence peut étre délétére pour la transformation des cellules humaines, Hahn
et ces collaborateurs [134] ont été les premiers a combiner RasV12 (une forme mutée de
Ras) et SV40LT (qui inactive p53 et Rb) avec 1’ajout de la sous-unité catalytique hTert. Ils
démontrent ainsi que 1’association de ces quatre événements est nécessaire et suffisante
pour la transformation de fibroblastes humains normaux et appuient I’importance de
I’immortalisation dans les étapes dans la carcinogénese. La transformation oncogénique in
vitro de cellules épithéliales mammaires (HMEC) [135], de rein [134], de poumons [136],
de méme que de I’épithélium de surface de I’ovaire (mésothélium) [137] est aussi possible
par la méme combinaison d’événements. Parmi les autres combinaisons d’oncogenes qui
ont servi a la transformation de cellules primaires se retrouve aussi 1’association de Mdm?2,
E1A de I’adénovirus et RasV12 [138]. Encore une fois, dans cette combinaison on retrouve
un inhibiteur de p53 (Mdm?2), un inhibiteur de Rb (E1A) et un activateur de la voie
mitogénique qui permet ’indépendance aux facteurs de croissance (RasV12). Etonnement,
dans cette ¢étude la télomérase n’a pas €té ajoutée, toutefois les tumeurs obtenues suite a
I’injection de ces cellules a des souris immunodéficientes présentent toutes une forte
activité télomérase ce qui suggere une pression sélective pour des cellules qui récupérent

cette activité [138].

Ainsi, I’inactivation de Rb et p53 est donc une régle de base pendant la
carcinogénese qui est simulée par 1’utilisation de protéines virales dans ces modeles in vitro
(Figure 5, page 19). Il existe de nombreuses fagons d’inactiver les deux voies chapeautées
par p53 et Rb par des altérations qui sont communément retrouvées dans le cancer. Parmi
les principaux mécanismes d’inactivation de la voie de p53 se retrouvent la délétion ou
« silencing » du locus INK4a (p14/p19™*"), I’amplification de mdm2, la présence de la
protéine virale E6 du virus du papillome humain, la mutation ou perte du géne p53 lui-

méme. En fait, les mécanismes qui ont pour conséquence la diminution de 1’activité de p53
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peuvent intervenir dans le développement d’une tumeur. La voie de signalisation de Rb
aussi est dérégulée dans la majorit¢ des cancers chez I’humain par les différents
mécanismes suivants: la perte de pl6™~*, 1’amplification de cyclin D et/ou CDK4, la
mutation ou la perte de Rb, la présence de la protéine virale E7 du virus du papillome

humain et I’augmentation de E2F1 (revue par [139,140]).

1.2 L’utilisation des virus pour I’étude du cancer

Les virus sont depuis longtemps utilisés pour I’étude de la carcinogénese et ont contribué
grandement a 1’avancement des connaissances de méme qu’a I'établissement de concepts
encore valables aujourd’hui. Il faut retourner loin en arriére pour rencontrer les premicres
démonstrations que les virus peuvent étre un agent étiologique du cancer (Figure 6 page
23). Rous et ces collegues étudiaient, il y a longtemps, la formation de tumeurs aviaires qui
¢taient transmissibles a des poulets sains par un extrait filtré de ces tumeurs [141]. De la
méme fagon, Richard Shope montre en 1932 qu’il peut transmettre d’un lapin a un autre la
formation de fibrome en injectant un extrait issu d’un lapin malade a un animal sain qui
développera la maladie [142]. Ils révelent ainsi 1’existence de virus oncogéniques & ARN

et a ADN.

Le virus du sarcome de Rous découvert par Peyton Rous va mener, plusieurs années
plus tard, a une grande avancée dans le domaine du cancer. C’est par 1’étude de ce virus
que le premier oncogene a été découvert et ce géne a été nommé v-src [143]. En identifiant
ce qu’ils croyaient étre une protéine virale au pouvoir transformant, ils ont mis a jour un
gene qui correspondait en fait a une séquence appartenant au génome cellulaire de I’hote
qui a été intégrée dans la séquence du rétrovirus [144]. Cette séquence empruntée a la
cellule n’est pas nécessaire a la réplication du virus comme 1’a démontré la délétion ou la
mutation de v-src qui rend le virus incapable de former des tumeurs malgré le fait qu’il
puisse toujours se reproduire [145]. Suite a cette découverte, nombreux sont les chercheurs
qui ont poursuivi la quéte des oncogeénes viraux et ont identifi¢ une série de nouveaux

oncogenes tels que v-sis (simian sarcomas virus), v-myc (MC29 avian myelocytoma virus),
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v-erbA et v-erbB (Avian erythroblastosis virus) et v-Kras (Kirsten murin sarcoma virus).
La nomenclature employée pour différencier le géne introduit dans la séquence viral de
celui de ’homme utilise un « v » ou un « ¢ » devant le géne selon I’origine. Dans le méme
ordre d’idée, la recherche du site d’intégration des rétrovirus dans des tumeurs a aussi
permis de repérer des génes avoisinant qui sont surexprimés sous ’effet des promoteurs

forts de la séquence virale.

Dans le cas des virus oncogéniques a ADN, la situation s’est révélée différente ce
qui a permis a I’étude des protéines virales de prendre un nouveau virage. Les virus 8 ADN
ne transportent pas de séquences cellulaires dans leur génome, mais contiennent leurs
propres oncogenes qui vont interférer avec les protéines cellulaires pour promouvoir les
conditions favorables a la réplication virale en entrainant par la méme occasion un
déréglement de plusieurs points de contréle de la cellule. Les protéines qui régulent la
prolifération sont des cibles privilégiées des protéines de virus a ADN ce qui a permis
d’élargir les connaissances principalement sur les suppresseurs de tumeur. Comme
mentionné plus tot, le plus connu des suppresseurs de tumeur p53 a été découvert grace a
I’é¢tude d’un virus a ADN. Toutes ces découvertes a propos des virus ont pavé la voie a

I’¢lucidation des mécanismes impliqués dans les cancers humains, bien que

majoritairement ceux-ci ne soient pas induits par des virus.

Les avancées actuelles des connaissances sur le cancer sont de plus en plus
associées a I’utilisation de la génomique. La présence de protéines virales dans une cellule
a assurément un impact au niveau transcriptionnel et a I’ére de la génomique, les nouvelles
révélations que les virus peuvent nous livrer aujourd’hui le seront en partie par I’analyse du

profil d’expression des cellules qui les contiennent.
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Figure 6 Ligne du temps des découvertes reliées aux virus

Sur la ligne principale figurent les dates importantes dans la découverte des différents Polyomavirus. Les
encadrés du bas recensent 1’apparition des autres oncovirus dans le temps. Les encadrés du haut mettent en
valeur I’arrivée de certains concepts de la carcinogéneése.

1.2.1 Les virus ou leurs composantes sont utilisés dans différents

systémes modéeles.

Le besoin de comprendre les mécanismes sous-jacents de la carcinogénése a poussé
le développement de techniques et de modeles in vitro. La culture cellulaire en
monocouche est un outil important pour I’étude du cancer et il existe de nombreux modéles
de lignées cellulaires pour la plupart des types de pathologie. Souvent difficiles a obtenir,
entre autre a cause du choc que génerent les conditions artificielles de mise en culture, les
lignées cellulaires émergent rarement naturellement d’un tissus ou d’une tumeur. C’est
pourquoi certains chercheurs choisissent d’introduire dans ces cellules des protéines virales,
par exemple SV40LT ou E6 et E7, pour permettre d’établir plus facilement les lignées
cellulaires [146,147]. De plus, I’immortalisation de cellules primaires grace aux protéines

virales permet d’¢largir 1’éventail des mod¢les pour étudier différents stades de la maladie
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comparativement aux cellules extraites d’une tumeur qui dépeignent une finalité

particuliere.

Pour évaluer le potentiel tumorigénique du gain ou de la perte de fonction d’une
protéine d’intérét, des changements phénotypiques peuvent étre observés et mesurés suite a
son expression dans un systéme modéle cellulaire. Ces techniques ont été largement
utilisées et perfectionnées lors des premieres études de carcinogénése qui, rappelons-le,
portaient essentiellement sur la transformation de cellules par les oncogenes viraux. Parmi
les phénotypes étudiés, on retrouve la capacité de croitre en faible quantité de sérum, la
perte d’inhibition de contacte visible lorsque les cellules poussent I'une sur 1’autre pour
former un foyer, la croissance en agar mou reflétant la capacité a proliférer en absence de
support & une matrice, le potentiel migratoire et invasif. La plus convaincante des
méthodes pour démontrer la transformation d’une lignée cellulaire est la formation de
tumeurs lorsqu’injectée en souris dépourvues de systéme immunitaire. Cette technique a
aussi été employée pour caractériser les virus oncogénique et pour mieux comprendre
laquelle ou lesquelles de ses composantes étaient responsables du phénotype [148]. Enfin,
la production d’animaux transgéniques est 1’étape ultime pour confirmer le potentiel d’une
protéine, mais demeure colteuse et fastidieuse. A cette étape aussi, certaines composantes
des virus sont mises a profit. Par exemple, le promoteur du virus MMTV (Mouse
Mammary Tumor Virus) est couramment utilisé pour diriger 1’expression d’un transgéne
dans les tissus mammaires puisqu’il contient des éléments régulateurs qui répondent aux
hormones et permet d’atteindre des niveaux d’expression élevés du transgene [149]. Le
modele transgénique du cancer de la prostate TRAMP (transgenic adenocarcinoma of the
mouse prostate) [150] qui récapitule fidélement le développement et 1’évolution du cancer
de la prostate humain tire aussi profit d’une protéine virale : ’antigéne grand T du virus
SV40. Certaines souris transgéniques combinent méme a la fois promoteur et oncogene
viraux comme c’est le cas du modele murin MMTV-PyMT [151], 'un des mod¢les murins

de cancer du sein les plus étudiés, qui rallie ’antigéne moyen T du Polyomavirus au
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promoteur MMTV. Ce ne sont ici que quelques exemples de la vaste utilisation des virus

dans I’é¢tude de la carcinogénese.

1.2.2 Les virus comme agents étiologiques du cancer chez I’humain

Les virus ne sont pas que des modéles de cancer chez les animaux. Il est reconnu
que certains virus sont des agents biologiques qui figurent parmi les agents carcinogenes
chez ’humain. Il est estimé que de 10 a 15% de tous les cancers humains confondus sont
reliés a I’infection par un virus alors qu'un autre 5% pourrait étre attribué aux bactéries et
parasites (revue par [152]). 1l est parfois difficile de trancher sur la relation entre la
présence de virus et le développement d’un cancer chez I’humain puisque plusieurs critéres
doivent étre rencontrés et que méme la nature de ces critéres est sujet de débat (revue par
[152]). Par exemple, la séquence du virus de méme que des composantes du virus pour
lesquelles des fonctions oncogéniques ont ét¢ mises en évidence doivent étre retrouvées
dans la tumeur. Il doit aussi exister une relation épidémiologique significative entre la
présence du virus ou de ses composantes chez les individus atteints de cancer en
comparaison aux individus exempts de maladie. Souvent, la relation entre
I’immunodéficience et le développement de certains cancers fait suspecter 1’intervention

d’un virus oncogénique comme agent étiologique.

La relation entre le virus du papillome humain (HPV) et le cancer du col de 1’utérus est
maintenant une certitude. Les types identifiés comme haut risque, HPV-16 et HPV-18,
sont I’agent causal dans 70% des cas de cancer du col de 1’utérus alors que dans I’ensemble
plus de 99% des tumeurs présentent la séquence d’'un HPV [153]. Un vaccin a été
récemment développé contre ce virus [154]. Une telle avancée est d’une grande importance
pour diminuer le taux de cancers viro-induits puisque prévenir 1’infection reste la meilleure
défense pour éviter ce type cancer. Parmi les sept virus associés au cancer (Figure 6 page
23) se retrouve aussi HHVS (aussi connu sous KSHV), un virus a ADN responsable du

Sarcome de Kaposi [155]. Autrefois une maladie rare, I’incidence du sarcome de Kaposi
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augmente drastiquement en parallele avec 1’augmentation des infections au virus de
I’immunodéficience acquise (VIH), qui a été le premier virus pointé du doigt a tord comme
cause du sarcome de Kaposi. La présence du VIH affaiblit le systéme immunitaire et rend
I’hote plus propice a I’infection persistante par un second virus. Les oncovirus peuvent
aussi étre reliés a des maladies généralement sans conséquence. C’est le cas du virus de
Epstein-Barr (EBV) qui est I’agent étiologique de la mononucléose infectieuse mais qui est
aussi a l’origine de certaines tumeurs, principalement le lymphome de Burkitt [156].
L’ Hépatite virale est une maladie avec différents degrés de sévérité qui peut évoluer vers
une forme grave comme le cancer et peut étre associé aux virus. Alors que le virus de
I’hépatite B est un virus a8 ADN, celui de I’hépatite C en est un 8 ARN mais tous deux sont
associés au cancer du foie par des mécanismes qui sont différents [157,158]. Le HTLV-1
(Human T cell leukemia), le premier rétrovirus oncogénique trouvé chez ’homme, est lui
responsable de deux maladies séveres soit la myélopathie et la leucémie [159,160].
Finalement, trés récemment, soit en 2008, un nouveau Polyomavirus (MCV) responsable
du cancer des cellules de merkel a été mis a jour [161]. Ceci laisse entrevoir que d’autres
virus feront leur apparition dans le répertoire des oncovirus avec le perfectionnement des
technologies a large spectre. L’existence de similarités quant aux mécanismes impliqués
dans les cancers induits ou non par les virus permet d’affirmer que les découvertes faites
dans I’'un des deux domaines contribuent aussi a 1’avancement des connaissances dans

I’autre.

1.3 Les Polyomavirus

La famille des Papovaviridae regroupent deux genres distincts: les Papillomavirus,
desquelles font partie le HPV, et les Polyomavirus qui nous intéressent. Les Polyomavirus
sont des virus a capside icosaédrique non enveloppée qui contient un ADN circulaire
double brin compacté sous forme de mini chromosome grace aux histones cellulaires [162].
Il existe de nombreuses souches de Polyomavirus capable d’infecter une grande diversité de

vertébrés incluant les oiseaux, les bovins, les primates, les rongeurs et ’humain [163].
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Suite a I’attachement et ’entrée du virus dans la cellule, le génome se libére de la capside
au niveau du cytoplasme et le contenu génétique est exporté au noyau ou la réplication
pourra étre réalisée. La reconstitution de nouvelles particules virales se fait au sein du
noyau et elles sont relachées suite a la lyse de la cellule héte ou, plus rarement, par

bourgeonnement. Le cycle viral complet demande de 48 a 72h.

Le génome viral contient deux régions transcrites dans une orientation opposée qui
générent le transcrit précoce et le transcrit tardif [164,165,166]. Les protéines précoces
exprimées a partir de I’ADN virale sont le produit de 1’épissage alternatif d’un méme
transcrit et sont nommeées « T » pour « tumor antigen » : le minuscule (tT), le petit (sT), le
grand T (LT) et le moyen (mT), ce dernier étant retrouvé uniquement chez la souche
murine [167]. Tous les antigénes T contiennent une courte région amino-terminale
commune di a la superposition des séquences dans un génome viral concis (environ 5 Kb)
et une région carboxi-terminale unique pour chacun qui est le résultat d’un décalage de
cadre de lecture [168]. Ces protéines sont dites précoces parce qu’elles sont exprimées
avant la réplication du génome viral et ont pour fonction de promouvoir la production de
copies de I’ADN virale en prenant le contrdle de la machinerie cellulaire. Le transcrit tardif
sert, quant a lui, a I’expression des protéines de structure de la particule virale VP1, VP2 et
VP3. De plus, il a été énoncé récemment que les virus, tout comme les cellules de
mammifeére et les végétaux, pouvaient exprimer des micro-RNA (miRNA) (revue par
[169]). La séquence génomique du PyV code pour 2 miRNA qui ont pour fonction de
limiter 1’expression du transcrit précoce, mais ces miRNA ne semblent pas intervenir dans

la réplication virale ni dans la capacité de transformation in vitro [170].

Les Polyomavirus sont aussi qualifiées de petit virus 8 ADN oncogénique en raison
de leur capacité a transformer les cellules in vitro [171]. Dans les cellules permissives,
I’infection par le Polyomavirus donne lieu a la réplication de la particule virale, la lyse et la
mort de la cellule héte (Figure 7, page 28). Dans le cas ou le virus infecte une cellule qui

est non-permissive a sa réplication, la séquence peut étre intégrée au génome a des sites
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aléatoires et généralement, seulement le transcrit précoce sera exprimé (Figure 7, page 28).
L’intégration de la séquence virale est un événement accidentel et peu fréquent puisque les
Polyomavirus ne possédent pas d’integrase. De plus, des cellules infectées par un virus
défectif peut aussi dégénérer en transformation. C’est principalement la protéine grand T
qui confere les propriétés transformantes pour la plupart des Polyomavirus, a I’exception du
virus du polyome murin qui contient un antigéne grand T 1égérement différent ne possédant
pas cette capacité et qui sera décrit plus bas (Section 1.3.4). Sommairement, I’antigéne
grand T est capable de promouvoir la progression dans le cycle cellulaire en absence de
signaux mitogéniques en inactivant Rb [121], il permet de résister a I’apoptose et a 1’arrét
du cycle cellulaire en interagissant avec p53 en plus de causer de I’instabilité
chromosomique [172,173] tous des ¢léments qui font de cette protéine un excellent

oncogene.
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1.3.1 Les Polyomavirus humains

Le virus JC (JCV) a été découvert en 1971 et nommé par les initiales de John
Cunningham, un patient atteint de leuco-encéphalopathie multifocale progressive (LEMP)
[175]. Le virus BK (BKV), découvert dans la méme année, a été isolé a partir de 1’urine
d’un patient dont les initiales étaient B.K. ayant subit une transplantation rénale et souffrant
de néphropathie [176]. Le BKV subsiste dans [’organisme en infection persistante mais
latente des reins et du systéme urinaire. Malgré que ces virus soient retrouvés de fagon
pratiquement ubiquitaire dans la population, ils provoquent la maladie seulement chez des
personnes immunodéficientes ou immuno-supprimées. Le JCV et le BKV sont depuis
longtemps suspectés comme agents ¢étiologiques du cancer, mais les résultats
contradictoires continuent de s’accumuler et ne permettent toujours pas de conclure a ce
sujet. Par contre, I'infection par le JCV et BKV de rongeurs et de cellules en culture
occasionne la formation de tumeur et la transformation respectivement, ce qui démontre
leur réel potentiel oncogénique [177,178,179]. Dans les essaies en culture cellulaire,
I’antigéne grand T de BKV transforme plus efficacement que celui de JCV et tout deux
sont moins efficaces que celui de la souche simienne SV40, plus régulie¢rement utilisée

[179].

I1 fallut attendre jusqu’en 2007 pour la découverte de deux autres Polyomavirus
affectant ’humain (Figure 6, page 23). Le troisieme Polyomavirus nommé KI a été
identifié dans le tractus respiratoire lors d’un criblage pour la découverte de nouveaux virus
pouvant infecter I’humain [180]. Ce virus est retrouvé dans une faible proportion de la
population étudiée (0,5-1%). Le quatrieme Polyomavirus, Wu, a lui aussi été identifié a
partir de sécrétions du tractus respiratoire. Le taux d’infection est faible (43/2135) et est
dispers¢ géographiquement puisqu’on le retrouve en Australie autant qu’aux Etats-Unis

[181]. Jusqu’a maintenant, aucune pathologie n’est associé¢e aux virus KI et Wu.
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La découverte récente du cinquieme Polyomavirus humain a généré un regain
d’intérét pour ces virus et leur implication potentielle dans le cancer. Le MCV ou MCPyV
(Merkel cell virus ou Merkel cell polyomavirus) a été découvert dans 8 cas sur 10 de cancer
des cellules de Merkel [161] qui est une tumeur cutanée neuroendocrine maligne rare qui
touche plus souvent les zones photoexposées. La séquence du virus de méme que certaines
protéines virales ont été détectées dans les tissus tumoraux et sont absents des cellules
saines. De plus, sa séquence est aussi retrouvée dans des lignées cellulaires de carcinome
des cellules de Merkel couramment utilisées en recherche [182]. Il est ainsi le premier des
Polyomavirus a étre officiellement reconnu comme agent étiologique d’un cancer chez

I’humain.

1.3.2 Le virus simien 40

Bien avant la découverte de Polyomavirus pouvant directement infecter 1’humain, la
découverte du Virus simien vacuolant 40 (SV40) a été¢ au cceur d’une grande controverse
dans les années 1960. Ce virus a été isolé a partir des cellules primaires de rein de singe
qui étaient utilisées pour la production des vaccins contre la poliomyélite. Ainsi, des
millions de personnes qui ont recu le vaccin Sabin ou Salk ont aussi potentiellement été
contaminées par un virus qui, quelques temps plus tard, s’est montré capable d’induire des
tumeurs aux hamsters ce qui a donné 1’alarme [183,184,185]. Tout comme le BKV et le
JCV, le réle de SV40 comme agent étiologique du cancer chez I’humain demeure
controvers¢ (revue par [186]). Chez le singe, son hote naturel, le virus demeure latent et
cause une maladie semblable a la LEMP uniquement en condition d’immunodéficience
[187]. Chez les petits rongeurs, particulierement le hamster, 1’infection au SV40 provoque
la formation d’une variété¢ de tumeurs [188,189]. Tel que mentionné plus tot, I’antigéne
grand T de SV40 est grandement utilis€ pour I’'immortalisation de cellules primaires de
méme que pour inactiver pS3 et Rb dans de nombreuses études portant sur la sénescence et

la transformation [190].
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1.3.3 Le Virus du polyome murin

Le premier des Polyomavirus découvert en 1953 est celui du Polyome murin (PyV)
[191] et cette découverte fut le fruit du hasard. Alors qu’il tentait de démontrer que la
leucémie pouvait étre induite par un retrovirus chez les souris, Ludwig Gross a noté que
certaines de ces souris développaient aussi diverses tumeurs a différents sites. Plus tard on
découvrit que ces tumeurs étaient dues a la présence d’un autre virus dans sa préparation et
ce virus fut nommé « poly » pour multiples sites et « ome » pour tumeurs [192]. Ainsi, il a
¢té démontré expérimentalement que le Virus du polyome murin posséde des capacités
oncogéniques dans son hdte naturel de méme que dans des modeles in vitro telles que les
cellules de hamster [193,194,195]. Le Virus du polyome murin de méme que la souche
infectant le hamster (HaPV) sont les seuls de la famille des Polyomavirus a exprimer
I’antigéne moyen T (PymT) [163]. C’est cet antigéne qui est responsable de la
transformation par le virus du polyome murin [196]. De plus, la contribution de la protéine
virale moyen T de Polyomavirus est immense dans la compréhension des voies de
signalisation impliquant la phosphorylation de tyrosines et menant a la prolifération

cellulaire (revue par [197,198]).

1.3.4 L’antigene grand T

Le plus grand des quatre antigénes du Virus du polyome murin, I’antigéne grand T
(PyLT), est une nucléophosphoprotéine de 785 acides aminés d’un poids moléculaire
d’environ 100kDa. PyLT contient plusieurs domaines qui sont impliqués dans ses
différentes fonctions menant a la réplication de ’ADN virale (Figure 8 page 32). En
premier lieu, PyLT va forcer la cellule a entrer en phase de réplication pour permettre au
virus de bénéficier de la machinerie cellulaire pour sa propre réplication. Pour ce faire,
PyLT lie les membres de la famille de régulateurs du cycle cellulaire Rbs via les régions
consensus 1 et 2 (CR1 et CR2) dont le CR2 contient le motif de liaison LXCXE [121,199].

Ce motif est commun aux autres protéines virales capables de lier Rb, comme Ela de
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I’adénovirus et E7 du HPV, et est aussi présent dans des protéines cellulaires qui lie Rb tel
que HDACI1 [200]. La localisation nucléaire est nécessaire pour 1’interaction entre PyLT et
Rb, c’est pourquoi la PyLT contient deux signaux de localisation nucléaire (SLN) dans sa
structure.  Le domaine CKII, adjacent au domaine CR2, contient des sites de
phosphorylation par la Caséine Kinase II (CKII) qui aide également a la localisation de
I’antigéne grand T au noyau [201]. Ainsi, PyLT est majoritairement localisé au noyau mais
une faible proportion se retrouve localisée a la membrane cytoplasmique. L’interaction de
PyLT avec le domaine pochette de Rb hypophosphorylé [202] a pour effet de forcer le
relachement du facteur de transcription E2F1 et entraine 1’expression des genes nécessaires

a la transition vers la phase S [203] (Figure 9, page 32).

1 DNAJ 1-79 CKll 278-398 785 a.a
CR1 CR2 SLN Liaison a ATPase
9-30 140-158 lorigine

Figure 8 Structure protéique de 1’antigene grand T du Polyomavirus (PyLT)
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Figure 9 PyLT lie Rb pour I’inactiver

PyLT interagit avec Rb sous sa forme

Transcnptlon ’ P
hypophosphorylée. La liaison provoque le
% J relachement de E2F ce qui mime D'effet de la
Viral gene or phosphorylation lors de [I’activation de Cycline
S-phase gene /CdK et promeut la transition vers la phase S du

cycle cellulaire. (Adaptation de [204])
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PyLT lie directement 1’origine de réplication du génome viral via son domaine de
liaison a I’ADN et permet de dérouler I’ADN pour promouvoir I’avancement de la fourche
de réplication avec 1’aide de son domaine ATPase [205,206]. L’antigéne grand T contient
aussi un domaine contenant un motif en doigt de zinc dans sa partie C-terminale entre les
résidus 452-472. Cette structure caractéristique de certaines protéines liant I’ADN et de
plusieurs protéines virales, permet la formation de complexe moléculaire de haut poids
regroupant plusieurs PyLT a eux-mémes. C’est sous forme d’hexamére que PyLT lie
I’ADN virale et le domaine ATPase joue un rdle dans la formation de cette structure
[207,208]. Des protéines cellulaires sont recrutées par leur interaction directe avec PyLT a
I’origine de réplication pour l’initiation de la synthése de I’ADN telles que: DNA
polymérase alpha, primase, topoisomerase et RPA (Replication protein A). Lorsque la
concentration en PyLT est suffisante dans le noyau, PyLT a la capacité¢ d’autoréguler la
transcription du messager précoce en se liant a la région régulatrice chevauchant I’origine
de réplication du génome virale [209]. En méme temps qu’il réprime le transcrit précoce,
PyLT active la transcription du messager tardif. Ce contrdle temporel par PyLT permet
I’expression des geénes tardifs a la fin du cycle viral pour permettre la synthése des

protéines structurelles au moment de 1’assemblage du virion.

1.3.4.1 Transformation et immortalisation par PyLT

Contrairement a son homologue simien, ’antigene grand T du Virus de polyome
murin est incapable a lui seul de transformer les cellules primaires de rongeurs [210]. Une
différence majeure entre PyLT et SV40LT réside dans la capacité de ce dernier a interagir
directement avec p53 pour I'inactiver [211]. C’est ce qui explique en partie I’inaptitude de
PyLT a la transformation, mais d’autres différences encore mal définies entre les deux
protéines semblent aussi impliquées. Ceci a été démontré par I’expérience utilisant un

hybride de PyLT a lequel le domaine de liaison a pS3 de SV40LT est ajouté sans pour
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autant lui conférer la compétence de transformation [212]. Chez le Virus du polyome
murin, le pouvoir de transformation réside dans 1’antigéne moyen T, qu’il est le seul a
posséder. L’antigéne moyen T localise a la membrane plasmique ou il interagit et active
différentes protéines qui participent a la transmission des signaux mitogéniques induit par
les facteurs de croissance, tel que Shc (Src¢ homology and collagen protein), PI3K
(phosphatidylinositol-3-kinase), PLCy (Phospholipase Cy) [213,214]. L’interaction de la
protéine membranaire moyen T a ses partenaires est nécessaire pour la transformation et va
résulter en induction de la prolifération méme en absence de facteur de croissance. Ainsi,
les mécanismes qui ménent a la transformation semblent 1égérement différents dans le cas
du Virus du polyome murin en comparaison avec le virus SV40 et ceux qui infectent

I’homme.

Le moyen T peut transformer des lignées cellulaires établies [196] mais est inapte a
transformer les cellules primaires de rongeurs [215]. Toutefois, la transformation par
moyen T des cellules primaires est possible mais est dépendante de la présence de PyLT
qui complémente le moyen T lors de la transformation [216]. Ceci est en accord avec
I’hypothese de la nécessité d’une coopération entre au moins deux oncogenes pour la
transformation de cellules primaires de rongeurs [130] : PymT, qui a un effet comparable
sur la voie de signalisation de Ras que la surexpression de Ras activé, peut étre
complémenté par la combinaison avec un autre oncogene, ici PyLT. Il est & noter que
PyLT coopére aussi avec Ras dans la transformation de cellules primaires de rongeurs

[130].

Un bon nombre d’évidences montrant que PyLT, bien qu’il n’interagisse pas avec
p53, pourrait avoir la capacité d’interférer indirectement avec son activité. Ces évidences
proviennent en partie des expériences de complémentation de PymT par PyLT pour la
transformation. Lorsque PymT est exprimé seul dans des cellules primaires de souris
(MEF) et de rat (REF52), la sur-activation de la voie mitogénique qu’il engendre entraine

ARF
9

I’arrét du cycle cellulaire impliquant 1’activation de p53 [217,218,219]. pl (Figure 3
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page 16) semble impliqué dans cette activation de p53 puisque son niveau augmente avec
I’expression de PymT [219]. De plus, PymT peut transformer efficacement les MEF p53-/-
, les MEF p19**F-/- et les REF52 dans lesquelles p53 est inactivé par un mutant dominant
négatif [217,219]. Ces résultats suggerent que I’activation de p53 est 1’étape limitant la
transformation de cellules primaires par PymT puisque le fait d’inactiver p53 rend ces
cellules permissives a la transformation par PymT seul. Ainsi, la collaboration de PyLT
avec PymT pour la transformation implique que PyLT a la capacité d’interférer avec la voie
de signalisation de p53 pour prévenir ’arrét de la prolifération. Ceci est appuyé par les
travaux de Marti et al. [218] qui montrent que la co-expression de PyLT et de PymT permet
d’éviter D’arrét de prolifération causé par PymT lorsqu’il est exprimé seul. De plus,
I’expression de PyLT est suffisante pour surmonter un arrét de prolifération qui est induit
directement par une surexpression de p53 [220]. Le mécanisme par lequel PyLT permet ce
contournement de p53 n’est pas entiérement ¢lucidé, mais implique assurément la liaison a
Rb. En effet, un mutant de PyLT incapable de lier Rb ne parvient pas a prévenir 1’arrét du
cycle induit par la surexpression de p53 [220]. Le contournement de I’arrét peut
s’expliquer par I’intervention de p21, I’effecteur de p53, qui n’aura pas d’effet puisque Rb
est maintenue inactif par sa liaison a PyLT (Figure 9, page 32). Toutefois, un mécanisme
supplémentaire semble en cause puisqu’une portion de Rb reste phosphorylée malgré la
présence de p21 [220]. La capacité de bloquer le signal entre pl9**" et p53 semble
associée avec I’antigene petit T, quoique ’effet de PyLT sur cette voie n’a pas été abordé

[221].

PyLT, tout comme SV40LT, possede toutefois la propriét¢ d’immortaliser les
cellules primaires de rongeurs [222,223,224,225], c’est-a-dire de leur permettre de se
diviser indéfiniment sans entrer en sénescence. La liaison de PyLT avec Rb est intimement
reliée a sa capacité d’immortaliser les cellules comme le démontrent différentes
expériences réalisées avec des formes mutantes de la protéine PyLT [225,226]. Le
domaine J situé en position amino-terminale de PyLT (Figure 8, page 32) lui procure la

capacité de recruter la chaperonne cellulaire Hsc70 qui est essentielle a la réplication de
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I’ADN virale et est aussi nécessaire a l’immortalisation [226]. Ceci s’explique par
I’importance de ce domaine J dans I’inactivation de Rb par PyLT puisqu’il permet le
relachement de E2F1 pour la transactivation des génes E2F1-dépendants [227]. En somme,
la liaison de PyLT a Rb a le méme effet que la perte ou la mutation de ce géne suppresseur
de tumeur qui sont retrouvées dans les cancers. Cette liaison est donc importante pour la
tumorigénese puisque la capacité de se diviser indéfiniment est une propriété que doit

acquérir une cellule tumorale [1].

Une autre propriété importante de PyLT est sa capacité de permettre la croissance
des cellules en condition ou la concentration en sérum est faible [215,222]. Ceci rappelle la
premicre capacité acquise par les cellules pour devenir une tumeur soit la capacité a croitre
indépendamment des facteurs de croissance [1]. Cette fonction semble impliquer un effet
indirect de PyLT sur la phosphorylation de protéine de signalisation dans le cytoplasme tel
que shc, une protéine adaptatrice qui transmet le signal partant des récepteurs
membranaires tyrosines kinases et est en partie indépendante de la liaison de PyLT a Rb
[228]. Ainsi, PyLT fourni la capacité a la cellule de proliférer avec un besoin moins grand

de facteurs de croissance, mais ceci n’est pas suffisant pour transformer les cellules.

1.3.4.2 Les modéles pour I’étude de I’antigéne grand T

Notre laboratoire a développé dans le passé des souris transgéniques exprimant
I’antigéne grand T du Polyomavirus dans le but de confirmer la capacité de PyLT a causer
de I’hyperplasie ou des tumeurs in vivo [229,230,231,232]. Dans un premier modele,
Chalifour et al. [230] observent que I’expression de PyLT, qui est sous le controle du
promoteur de la Métallothionéine, est visible au niveau du cceur. La présence du transgéne
résulte en une hypertrophie cardiaque ce qui suggere que PyLT affecte le contrdle de la
prolifération dans ce tissu. Dans une deuxiéme publication, six autres lignées de cette
souris transgénique sont caractérisées par le méme auteur [231]. Dans ces souris,

I’expression de PyLT, toujours sous le controle du promoteur de la Métallothionéine, est
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détectée dans les testicules et pour certaines lignées dans les vésicules séminales. Trois de
ces six lignées ont développés des adénomes des cellules de Leydig a I’age de dix mois
environ. Ce résultat est consistant avec le développement de tumeurs testiculaires dans les
souris agées exprimant PyLT sous le promoteur viral, rapporté plus tard par Paquis-
Flucklinger et ses collaborateurs [233]. Afin de pouvoir mieux caractériser ’effet de
I’expression de PyLT in vivo, une nouvelle génération de souris a été générée par notre
laboratoire [232]. Cette fois le promoteur de la kératine 19 a été utilisé, ce qui permet de
cibler I’expression de PyLT de facon plus ubiquitaire dans les cellules épithéliales, le type
cellulaire impliqué dans la majorité des cancers. Cette approche a permis de générer 2
lignées de souris avec une expression de PyLT dans la plupart des tissus, notamment les
poumons ou elles développent des adénocarcinomes avec une bonne pénétrance (77% des
souris) de neuf a douze mois apres la naissance [232]. La conclusion qui peut étre tirée de
ces études, est que la présence de I’antigéne grand T du Polyomavirus permet le
développement de tumeurs in vivo. Cependant, la période de latence relativement longue
laisse supposer que d’autres événements génétiques ou épigénétiques sont nécessaires pour

la transformation compléte.

Notre laboratoire s’est aussi intéressé précédemment a la capacité anti-apoptotique
de I’antigéne grand T [234,235]. Lebel et al. [234] montrent une diminution du récepteur
membranaire Fas (FasR) dans des lignées de cellules Sertolli issues des souris
transgéniques PyLT de méme que la résistance de ces cellules a I’apoptose induite par la
stimulation avec un anticorps agoniste du FasR. Partant de ces résultats, Rodier et ses
collaborateurs [235] poursuivent la démonstration du potentiel anti-apoptotique de PyLT
dans deux autres lignées cellulaires. Les TM4 et les NSO sont des lignées de souris qui
entrent rapidement en apoptose suite a la stimulation du FasR. L’expression de PyLT dans
ces lignées permet de les protéger de cette mort. En plus de la résistance a 1’apoptose
induite via le FasR, PyLT procure aussi une protection contre la mort induite par le taxol et
TNF-a [235]. Cette propriété¢ de 1’antigéne grand T s’apparente aux stratégies employées

par d’autres virus afin de contourner les attaques du systéme immunitaire contre la cellule
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hote infectée ou la réponse de la cellule hote elle-méme face a I’infection, dans le but de

compléter la production de nouvelles particules virales (revue par [236]).

En résumé, ces évidences qui montrent que PyLT contribue a des événements
précoces de la transformation sont a la base de notre hypothese de travail. L’antigéne grand
T du Virus du polyome murin posséde des propriétés trés intéressantes qui en font un outil
pour 1’étude d’étapes particuliéres de la carcinogénése. C’est cette protéine virale que nous

avons choisi d’utiliser comme outil dans le projet de recherche décrit dans cette thése.

1.4 Necdin

Dans le but de mieux comprendre comment I’antigéne grand T du Virus du polyome
contribue a la carcinogéneése, nous avons réalisé un analyse de biopuce 8 ADN comparant
des cellules exprimant différents niveaux de PyLT, tel que décrit plus en détail au chapitre
III. Suivant cette analyse, nous avons choisi de nous pencher sur un candidat en
particulier : Necdin (Ndn). II nous parait important de recenser un bon nombre des
fonctions de Necdin dans cette section afin de d’exposer I’incertitude qui persiste encore

aujourd’hui sur la réelle implication de cette protéine dans le cancer.

La séquence sans intron de NDN se retrouve sur le chromosome 15q11.2-q12 chez
I’humain [237] et sur le chromosome 7 de la souris [238]. Le geéne contient une empreinte
maternelle et est donc exprimé seulement a partir de I’alléle paternel [239]. Son promoteur
contient de nombreux sites CpG susceptibles a la méthylation ce qui régule en partie
I’expression du gene. La région chromosomique qui contient NDN se retrouve délétée dans
le syndrome de Prader-willi (SPW) [239,240], un désordre neuro-développemental qui se
manifeste par un retard développemental global, un retard mental, un profil d’apprentissage
avec des aptitudes particulieres et des faiblesses, des troubles obsessifs compulsifs,
I’hypogonadisme et de I’hyperphagie qui résultera en obésité morbide [241]. NDN fait

ainsi partie des génes potentiellement impliqués dans ce désordre multigénique.
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Structurellement, cette protéine de 321 acides aminés (325 résidus chez la souris)
fait partie de la famille des MAGE (pour melanoma antigen) puisqu’elle en contient le
domaine caractéristique en carboxy-terminal [242]. La famille des MAGE se divise en
deux groupes [243]. Le type I contient les groupes MAGE-A, -B et —C et représente des
protéines qui ne sont exprimées dans aucun tissus normaux, a I’exception des testicules, et
sont présentes dans différentes cellules tumorales. Les MAGE de type II comprennent les
MAGE-D et Necdin, qui sont exprimés de facon ubiquitaire chez ’humain. Necdin a
d’abord été découvert dans le cerveau et, & ce moment, il a été considéré qu’il s’agissait de
I’'unique site d’expression. Toutefois, son expression a été rapportée par la suite dans les
muscles squelettiques [244] et plus faiblement dans les ovaires [245], les poumons

[245,246], les reins, le cceur [246], le cartilage et les adipocytes [247].

Le principal groupe a étudier Necdin est celui du Dr Kazuaki Yoshikawa qui
s’intéresse aux mécanismes moléculaires impliqués dans la différentiation, la survie et la
mort des neurones. Ndn (pour neurally differentiated embryonal carcinoma-derived
protein) a été identifié par soustraction de librairies de cDNA de la lignée cellulaire P19,
issue de carcinome embryonnaire de souris, différentiée en neurones par 1’ajout d’acide
rétinoique [242]. Necdin est exprimé dans les neurones post-mitotiques qui sont des
cellules en arrét permanent du cycle cellulaire, d’ou la liaison établie entre Necdin avec la
suppression de croissance. Ce groupe a aussi élargit son champ d’intéréts en réalisant entre
autre des études de double hybride de levure pour trouver des partenaires cellulaires de
Necdin tels que NEFA [246], hnRNP U [248], p75 neurotrophin receptor [249], MAGE-D1
[244], Tropomyosin-related kinase A [250], Nogo-A [251] et d’autres qui seront discutés
plus bas (E2F1, p53). Des partenaires cellulaires localisant tant au niveau cytoplasmique
que nucléaire ont été¢ révélés pour Necdin reflétant sa capacité de loger dans ces deux
compartiments. Comme Necdin ne possede aucun signal de ciblage organelle-spécifique,
sa distribution dans la cellule pourrait varier en fonction de la disponibilité de ces différents

partenaires.
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1.4.1 Necdin : un suppresseur de tumeur ou un oncogene?

Lorsque I’on considere les différentes fonctions de Necdin recensées dans la
littérature, il est difficile de trancher entre les propriétés suppresseurs de tumeurs et les
caractéristiques qui pourraient promouvoir la tumorigenese, quel est le vrai visage de cette
protéine. Dans la présente section, un résumé des propriétés pro- et anti-cancers est

présenté.

1.4.1.1 Necdin agit sur la prolifération cellulaire

Au cours des premicres caractérisations de la protéine, la capacité de Necdin a
inhiber la prolifération a ét¢ montrée dans la lignée cellulaire immortelle de souris NIH 3T3
par un systéme inductible d’expression [252], dans la lignée non tumorigénique
d’ostéosarcome humain SAOS-2 par un essai de formation de colonies [253,254], dans la
lignée de cellules embryonnaires humaines de rein HEK293 en mesurant le niveau de
cellules en réplication active [254] et dans la lignée de neuroblastome murin N1E-115 par

la méme méthode [255].

Il est suggéré que Necdin puise sa propriété antiproliférative de sa capacité a lier
E2F1 pour le maintenir inactif [253], & la mani¢re de Rb, pour empécher la progression du
cycle cellulaire. Ces études avaient principalement pour but de supporter le réle de Necdin
pour le maintient des cellules neuronales dans un état postmitotique, et révele la capacité de
Necdin a limiter la prolifération dans certains contextes. Bien que Necdin ne contienne
aucun domaine homologue a Rb, il apparait fonctionnellement semblable au suppresseur de
tumeur Rb, du moins pour sa capacité de lier E2F1. Andrieu et ces collégues [256]
questionnent toutefois ce réle de Necdin comme suppresseur de croissance observé in vitro
avec la démonstration que dans un mod¢le de souris transgénique Ndn KO, ils ne mesurent
aucune augmentation de la prolifération dans le systeme nerveux en absence de Necdin

[256]. 11 est aussi a noter que la presque totalit¢ de ces publications ne rapporte pas
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I’utilisation d’ARN interférence pour déterminer 1’effet réel de la perte de Necdin sur la
prolifération. Seul Takazaki et al. [257] utilisent un ARN antisense de Ndn et n’observent
aucune augmentation de la prolifération en absence de Ndn dans les cellules neuronales de
ganglion des racines dorsales (DRG ou Dorsal root ganglia) contrairement a 1’effet d’ une

déficience en Rb qui provoque, dans le méme systéme, une réentrée des cellules en phase S.

De plus, Kobayashi et al. [255] rapportent que la suppression de croissance induite
par Necdin dans les N1E-115 peut étre antagonisée par la surexpression de E2F1. Une trés
grande proportion sinon toutes les tumeurs présentent une perturbation de la voie de
signalisation de Rb. Cette perte entraine un déréglement de E2F1 qui devient suractivé. Le
résultat de Kabayashi nous suggére que dans ce contexte, la présence de Necdin pourrait
avoir un effet moindre sur la prolifération. Necdin interagit aussi avec E2F4 [255], qui agit
comme répresseur des genes cibles de E2F, mais I’'impact de Necdin sur 1’activité de E2F4
de méme que la possibilité que Necdin interagisse avec d’autres membres de la famille E2F

reste a définir.

Inversement, Necdin est exprimé dans des cellules a haut potentiel de prolifération
telles que les cellules précurseurs myogéniques [258]. Ces précurseurs musculaires en
prolifération expriment un haut niveau de Necdin qui diminue avec |’apparition des
marqueurs de différentiation et la diminution du marqueur de prolifération PCNA

(Proliferating Cell Nuclear Antigen) [258].

1.4.1.2 Necdin interagit avec p53 et affecte son activité

L’une des découvertes les plus attrayantes reliant necdin au cancer est la
démonstration que Necdin interagit directement avec p53 [254]. Toutes les activités reliées
a cette interaction pointe en réalit¢ vers un role inhibiteur de Necdin sur 1I’important
suppresseur de tumeur. En premier lieu, Tanuira et al. [254] montrent que la liaison entre
Necdin et p53 n’affecte pas la capacité de ce dernier a lier I’ADN mais diminue toutefois

son efficacité a activer un géne rapporteur couplé au promoteur de p21. Par contre, les
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auteurs proposent que malgré le fait que Necdin affecte 1’expression de p21, il ne bloque
pas I’arrét de croissance induit par p53 qui serait alors p21-independent. Dans cette méme
publication, les auteurs révelent que la présence de Necdin bloque 1’apoptose qui est induite
par la surexpression de p53 dans un modele cellulaire couramment utilisé pour ce type

d’essai : la lignée cellulaire humaine d’osteosarcome U20S.

Plus récemment, Hasegawa et Yoshikawa [259] ont montré que Necdin pouvait
aussi modifier I’activation de p53 en le régulant par modification post-transcriptionnelle via
Sirtuin 1 (Sirtl). Sirtl, ’homologue chez le mammifére de Sir2 de la levure, est une
histone deacétylase de type III (HDAC) qui régule négativement I’activité de p53 en le
déacétylant, ce qui permet de protéger certaines cellules de la mort cellulaire induite en
réponse aux dommage a I’ADN [260]. Sirtl est coexprimé avec Necdin dans différentes
régions du cerveau et forme un complexe avec Necdin dans les neurones [259]. Cette
interaction a pour effet de faciliter la liaison de Sirtl a p53 et résulte en une plus forte
diminution du niveau d’acétylation de p53. [In vitro, I’induction de p53 par un agent
causant des dommages a I’ADN engendre une plus forte réponse apoptotique dans des
cellules neuronales déficientes en Necdin ou ils mesurent un plus haut niveau d’acétylation
de p53. Ce résultat se refléte aussi in vivo, dans un mode¢le de souris déficientes en Necdin,
par une détection de p53 acétylé plus ¢élevé dans les tissus neuronaux de ces souris [259].
Cette fonction de Necdin comme régulateur négatif du statut d’acétylation de p53 qui
amortit 1’activité proapototique de p53 suite & une insulte & ’ADN a été caractérisée
uniquement au niveau des cellules neuronales dans cet article. Toutefois, comme Necdin
est présent dans d’autres tissus en combinaison avec Sirtl, il pourrait s’agir d’un
mécanisme plus général. Necdin pourrait contribuer aux modifications post-
transcriptionnelles qui régulent I’activation de p53 pour contourner I’apoptose et survivre a

un dommage a ’ADN.
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1.4.1.3 Necdin est un régulateur de la transcription

Tel que mentionné précédemment, des résultats suggerent que Necdin a la capacité
d’affecter négativement 1’expression de p21 par ’intermédiaire de sa liaison a p53 [254].
Matsumoto et ses collégues [261] ont contribué a élargir les connaissances a propos des
effets de Necdin sur la transcription. Necdin lie une séquence de I’ADN riche en Guanine
qu’ils ont nommée le motif GN-box. Cette séquence est retrouvée dans le promoteur de c-
Myc qu’ils ont pris en exemple pour montrer I’effet répresseur de Necdin sur ce promoteur
couplé a un geéne rapporteur. L’effet répresseur de Necdin sur c-Myc est dépendant de la
présence de la protéine activatrice Spl (Specificity transcription factor 1), puisqu’en son
absence Necdin présente plutdt un léger effet activateur sur le géne rapporteur de fagcon
dose dépendante [261]. L’activité activatrice que posséde Necdin sur la transcription est
aussi appuyée par le fait que lorsque la protéine compléte (fusionnée au domaine de liaison
a I’ADN) est utilisée dans un systéme de double hybride de levure, elle transactive le géne
de sélection a elle seule, en absence de partenaire (couplé a un domaine de transactivation)
[253]. II est a noté que le promoteur de c-Myc est aussi sous le controle de E2F1 et que
Necdin pourrait avoir un effet négatif sur sa transactivation via son interaction avec E2F1
comme le suggere un essai rapporteur [245]. Ainsi Necdin pourrait, selon la présence de
cofacteur, inhiber ou activer I’expression de c-Myc dont I’augmentation de I’expression fait

partie de la genése de nombreux cancers (revue par [262]).

1.4.1.4 Necdin posséde une activité anti-angiogénique

La formation de nouveaux vaisseaux dans une tumeur est activée par la variation de
la balance entre les facteurs pro- et anti-angiogéniques. Le facteur de transcription HIF-1
(Hypoxia-inducible factor) est régulé par la concentration en oxygene et entraine
I’expression de VEGF. Un criblage par double hybride de levure a montré que Necdin
interagit avec I’important facteur de transcription HIF-lalpha [263]. En condition

hypoxique, Necdin promeut la dégradation de HIF-lalpha ce qui a pour conséquence de
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diminuer I’expression de VEGF. Fonctionnellement, le pouvoir anti-angiogénique de
Necdin a été montré par deux essais soit la formation in vitro de tubes par les cellules
endothéliales et in vivo par la vascularisation de la membrane chorioallantoidienne
d’embryon de poulet (CAM) [263]. Friedman et al. [264] ont confirmé cette interaction et
ont approfondi la caractérisation du complexe formé entre Necdin et HIF-lalpha qui
comprend aussi ARNT2. Ce groupe confirme aussi que Necdin diminue I’expression d’un
promoteur artificiel couplé a un rapporteur. Ces résultats suggeérent que la présence de

Necdin ne serait pas favorable au développement d’une tumeur au dela d’un certain stade.

1.4.1.5 Necdin est une protéine anti-apoptotique

L’apoptose est un mécanisme de sauvegarde qui prévient qu'une cellule contenant
des aberrations de progresser vers la formation d’une tumeur. Le lien entre Necdin et
I’apoptose est maintenant clair puisque de nombreuses publications ont montré son pouvoir

anti-apoptotique dans différents modeles tant in vitro que in vivo.

E2F1 est un facteur de transcription qui promeut la prolifération par 1’induction de
genes responsables de la transition G1 a S, mais 1’expression ectopique de E2F1 induit
aussi des génes qui auront pour effet de promouvoir 1’apoptose [265]. Trois publications
présentent 1’effet inhibiteur de Necdin sur cette apoptose induite par E2F1 [245,255,266].
Les cellules de neuroblastome N1E-115 différentiées sont sensibles a la surexpression de
E2F1 et entre en apoptose peu de temps apres sa surexpression. L’expression de Necdin
dans ces cellules précédant 1’expression de E2F1 antagonise 1’apoptose normalement
induite [245,255]. Pour soutenir le concept selon lequel Necdin peut inhiber I’apoptose via
son interaction avec E2F1, Kurita et ses collégues [266] poursuivent ces travaux en
montrant que le geéne cible proapoptotique de E2F1, cdc2 (cell division cycle 2), est affecté
par la présence de Necdin. Necdin endogéne est capable de s’associer au promoteur de
cdc2 de fagon E2F1-dépendante dans les neurones granulaires différentiées ou Necdin est
normalement fortement exprimé. Cette association provoque une diminution du niveau de

cdc2 en condition de stress (généré par une diminution de la concentration de KCI) et
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protége les cellules neuronales de 1’apoptose. Ce résultat se refléte concrétement in vivo
par 1’augmentation du nombre de cellules neuronales apoptotiques dans des souris
déficientes en Necdin [266]. Dans cette étude, seculement ’effet sur cdc2 a été abordé
puisqu’il est reconnu comme un joueur important de 1’apoptose neuronale dans les
conditions expérimentales employées [267]. Toutefois, E2F1 posséde un grand nombre de
cibles pro-apoptotiques plus classiques telles que APAF1, BAD, BID, p73 et méme les
Caspases [268,269,270]. La conséquence au niveau transcriptionnel de la présence de

Necdin sur ces autres cibles de E2F mériterait également d’étre abordée.

L’activation de la caspase 3 par clivage est une étape clé dans la voie apoptotique
conventionnelle. Plusieurs auteurs montrent que 1’apoptose qui est induite par la perte de
Necdin est caractérisée par une activation de la caspase 3 dans des cellules neuronales de
ganglion des racines dorsales (DRG) [257], dans les neurones granulaires [266], dans le
systeme nerveux de souris déficientes en Ndn [250] et dans I’ensemble de I’embryon Ndn
KO [256]. Deponti et ses collegues [258] montrent que 1’activité anti-apoptotique de
Necdin ne sert pas simplement aux maintient des cellules neuronales, mais peut aussi
s’appliquer aux cellules musculaires sous I’effet de différents agents. La staurosporine, le
peroxide d’hydrogene et I’irradiation aux rayons ultra-violet causent la mort des myoblastes
in vitro. La mort induite par tous ces stimuli est diminuée lorsque Necdin est surexprimé et
inversement est augmentée en absence de Necdin en comparaison avec les cellules
sauvages. Les effecteurs caspase 3 et 9 sont activés au cours de cette mort, synonyme
d’une apoptose médiée par la voie mitochondriale. Dans toutes les expériences décrites ici,
seul le niveau de caspases sous leur forme activée est mesuré. Ces caspases étant des génes
cibles de E2F [270], la modulation de leur niveau basal par Necdin aurait pu étre explorée

par les auteurs.

La cytokine TNF-alpha (Tumor necrosis facteur alpha) fait partie, en plus de
I’interleukine-1, I’interleukine-6 et I’interferon-y, des facteurs responsables de la cachexie

qui consiste en une atrophie musculaire qui est observée chez des patients atteints d’un
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cancer avancé. Ces cytokines peuvent étre sécrétées par la tumeur ou indirectement par les
cellules immunitaires stimulées par les cellules tumorales. Scoriati et al. [271] utilisent un
modele murin bien défini de cachexie d’origine cancéreuse pour déterminer 1’impacte de
Necdin sur la dégénérescence musculaire causée par la présence d’une tumeur, puisque
Necdin est exprimé dans les muscles squelettiques. Leurs travaux montrent que
I’augmentation de Necdin affecte la signalisation engendrée par une stimulation au TNF-
alpha a au moins trois niveaux: 1) Necdin diminue le niveau de récepteur TNFR1, 2)
diminue le niveau et I’activit¢ de p53, un effecteur en aval du récepteur qui est
normalement induit par la stimulation au TNF-alpha, et 3) Necdin affecte I’activité¢ de la
caspase 3 et 9. Ainsi, dans les cellules musculaires, Necdin est impliqué dans le maintien
de la masse musculaire en diminuant I’apoptose induite par TNF-alpha. Bien que ce n’était
pas le but de I’étude, ils montrent aussi que la modulation de Necdin procure un
environnement ni favorable ni inhibiteur sur le développement de xénogreffe puisqu’ils
n’observent aucune variation du volume de la tumeur xénogreffée pour chacun des
génotypes de souris utilisés (wt, Ndn-/-, Ndn +) [271]. Le TNF-alpha posse¢de des activités
contradictoires quant a la promotion du cancer, mais sa fonction anti-cancer repose en
partie sur sa capacité a induire la mort des cellules [272]. Necdin diminue la capacité de
TNF-alpha a agir comme agent apoptotique dans les myoblastes et cet effet serait aussi
avantageux pour une cellule tumorale. L’impact de Necdin sur les autres effets complexes

de TNF-alpha reste a définir.

Finalement, tel que mentionné précédemment, Necdin prévient 1’apoptose induite
par la surexpression de p53 dans les U20S [254] et ’absence de Necdin rend les neurones
corticaux sensibles a I’apoptose induite par la camptotecin de fagcon p53-dépendante [259].
La capacité d’inhiber 1’apoptose induite par p53 est d’une grande importance et pourrait
procurer a Necdin le potentiel de promouvoir la carcinogénése. Il en est de méme pour tous

les autres mécanismes anti-apoptotiques de Necdin recensés ici.
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1.4.1.6 Necdin et la sénescence

Aucune publication ne traite de la relation possible entre Necdin et la sénescence.
Puisqu'une bonne proportion des protéines régulatrices et effectrices de p53 sont
impliquées dans la sénescence, ceci suggere que Necdin pourrait influencer ce mécanisme

suppresseur de tumeur.

L’analyse du profil d’expression génétique comparant le muscle squelettique de
souris adultes (5 mois) a celui de souris agées (30 mois) montre que le niveau de Necdin
diminue avec 1’age dans ce tissu [273]. De plus, Necdin est augmenté chez les souris agées
par la restriction calorique [273], le seul facteur connu pour prolonger la vie chez la souris
mises a part les modifications génétiques. Ce résultat peut étre interprété de différentes
facons selon le point de vue de I’observateur. Le produit du géne INK4A, un important
effecteur de la sénescence, suit un profil d’expression complétement inverse soit une
augmentation avec 1’age et une diminution par un apport nutritif réduit en calories [274].
Du point de vue de I’auteur, il s’agit d’un indicateur de I’implication possible de ce gene
dans le processus de vieillissement [274]. Ainsi, la disparition de Necdin souléve la
possibilité que la protéine pourrait avoir un rdle inhibiteur dans le processus de
vieillissement ou encore n’aurait pas de fonction. L’expression de certains génes ayant
comme fonction la promotion de la prolifération diminue avec la sénescence, comme par
exemple E2F1, Id1, cyclin A et E et c-fos, alors que des geénes suppresseurs de croissance,
principalement pl6™"* et p21, se trouvent augmentés [94,95]. Necdin, qui est
principalement rapporté comme un suppresseur de croissance, ne semble pas respecter cette

généralité.

Bien que son expression semble diminuer au cours du vieillissement, rien ne prouve
qu’il s’agisse d’un mécanisme retardant la sénescence. Toutefois un des partenaires de
Necdin, SIRTI1, dont Necdin augmente ’activité [259], est reconnu pour prolonger la vie

réplicative des cellules vieillissantes et augmenter les risques de cancer [275]. Necdin



48

augmente la capacité¢ de SIRT1 a interférer avec 1’apoptose p53-dépendante [259], mais
I’impact de Necdin sur la fonction de SIRT1 d’inhiber la sénescence p53-dépendante [276]
n’a jamais été exploré. De la méme facon que Necdin, I’expression de SIRTI1 est aussi

augment¢ par la restriction calorique chez les rongeurs [277].

Puisque Necdin a un effet inhibiteur sur le facteur de transcription E2F1 tel que
mentionné ci-haut, ceci suggére que Necdin pourrait aussi avoir un impact sur I’expression
de p14/p19**F un des génes cibles de E2F1 [107]. L’augmentation de pl4/p19**" suite a
la suractivation de E2F1 permet de protéger contre une prolifération anormale et entraine la
stabilisation et I’activation de p53 puis survient la sénescence [104]. Ainsi, Necdin pourrait
aussi affecter ce mécanisme de protection tout comme il affecte I’apoptose induite par
E2F1. Ceci est suggéré par la disparition de Necdin avec 1’age dans les tissus musculaires

ARF
9

de souris ce qui aurait pour effet de lever la répression sur pl4/pl et d’enclencher le

ARF
9

mécanisme normal de sénescence réplicative. Ce lien entre Necdin et pl4/pl n’a pas

encore été étudié.

1.4.1.7 Necdin dans les modéles in vivo

Le syndrome de Prader-Willi est la seule maladie chez I’humain pour laquelle la
perte de I’expression de NDN est associée a 1’étiologie. Si I’on considére NDN comme un
suppresseur de tumeur, ces patients ayant perdu le seul alléle fonctionnel de Necdin
devraient présenter une prédisposition au cancer. Une seule étude a porté sur 1’incidence
du cancer et de la leucémie sur une cohorte de 1160 participants atteints du SPW et les
compare au taux attendu de la population générale étasunienne. Aucune variation avec le
taux de cancer normalement observé dans la population générale n’a été mesurée. Par
contre, trois cas de leucémie myéloide ont été rapportés chez les patients atteints du SPW
versus 0,075 leucémie attendue [278]. Il apparait donc qu’il y ait un risque potentiellement

accru de leucémie, mais d’aucun autre cancer, chez les patients atteint du SPW.
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L’implication uniquement de la perte de Necdin ne peut étre affirmée puisque le SPW est le

résultat de la perte d’une région chromosomique contenant plus d’un geéne.

Dans le but d’explorer I'implication de Necdin parmi le groupe de genes
fréquemment délétés dans la maladie de Prader-Willi, Matthieu Gérard et ses collégues
[279] ont généré un modele de souris transgéniques dans lequel ils ont remplacé Ndn par le
gene reporteur lacZ. Les descendants héritant de 1’alléle paternel mutant présentent un haut
taux de létalité post-natale relié a une détresse respiratoire ce qui refléte certains aspects de
cette maladie génétique retrouvés chez I’humain. Ce résultat fait contraste avec celui
rapporté précédemment ou aucune anomalie phénotypique n’était constatée dans les souris
déficientes en Ndn [280]. La divergence observée par ces deux groupes peut en partie
s’expliquer par la différence de pénétrance du phénotype selon la souche de souris utilisée.
Un troisieme mod¢le de souris est venu appuyer les résultats de Gérard et ses collaborateurs
en montrant que les souris Ndn-déficientes présentent un plus faible taux de survie
néonatale di a une défaillance respiratoire [281]. Ils démontrent en plus que ces souris
présentent des altérations au niveau de I’hypothalamus et au niveau comportemental [281].
Pour aucun de ces modeles le développement de tumeur n’est rapporté en absence de

Necdin, méme avec des périodes d’observations s’étendant jusqu’a 18 mois.

La seule lignée de souris transgéniques surexprimant Ndn générée contient le
transgéne sous le controle d’un promoteur limitant I’expression aux myoblastes
squelettiques et aux muscles squelettiques [258,271]. Les souris obtenues ne montrent
aucune différence en terme de poids, de comportement, de fertilit¢é ou de durée de vie
comparativement a la lignée parentale. Dans ces modeles, aucun développement de
tumeurs n’est mentionné, toutefois la surexpression est dirigée dans un seul type cellulaire
ou Necdin est naturellement exprimé. Ces résultats ne permettent pas de statuer sur
I’implication possible de la surexpression de Ndn dans le développement de cancer dans

d’autres types cellulaires.
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En résumé, les modéles in vivo utilisés pour étudier Necdin semblent suggérer que
la perte de Necdin n’est pas reliée a I’augmentation de ’incidence des leucémies observée
chez les patients atteints du syndrome de Prader Willi ou a d’autres cancers et lévent le

doute sur sa fonction suppresseur de tumeur.

1.4.1.8 L’expression de Necdin dans les cancers

Necdin a été caractérisé pour la premicre fois dans des cellules de carcinome
embryonnaire différenciées en neurones par 1’ajout d’acide rétinoique, ce qui a amené les
auteurs a caractériser ’expression de Necdin dans les lignées cancéreuses issues du
cerveau. Aucune des lignées tumorales observées (phéochromocytome, neuroblastome,
gliome) ne présentent d’expression de Necdin [282]. Mise a part cette étude, peu de
publications tentent de faire de lien entre Necdin et le cancer. Cependant quelques études
de micropuces a ADN ont rapporté Necdin comme géne candidat dans différents contextes.
D’abord, Hoek et ces collaborateurs [283] montrent que le niveau de Necdin est plus faible
dans les mélanomes comparés a un seul échantillon de mélanocytes, ce qu’ils confirment
dans six lignées cellulaires de mélanome sur huit. Un autre groupe, celui de Tan et ses
collegues [284], se penche sur le cancer du pancréas et dresse le profil de méthylation
global de ce cancer en comparaison avec le tissu normal pour identifier des génes modifiés
de facon épigénétique importants pour ce cancer. Parmi leurs candidats, ils observent
I’hypomethylation du promoteur de Necdin dans les cancers accompagné d’une corrélation
avec ’augmentation du niveau d’expression de son ARNm. Ils suggerent qu’une perte
d’empreinte génétique (LOI) des génes qu’ils ont identifiés pourrait contribuer a la genése
du cancer du pancréas [284]. Ces deux études montrent donc des profils différents pour
I’expression de Necdin dans deux contextes cellulaires distincts avec une perte de Necdin

dans les mélanomes et un gain dans les cancers du pancréas.

Une panoplie de traitements est utilisée pour combattre le cancer. Les avancées en

génomique permettent de mieux comprendre la biologie de la maladie et de définir le
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traitement approprié. Necdin a été rapporté comme candidat dans ce genre d’étude
[285,286]. D’abord, Necdin fait partie des genes différentiellement exprimés identifiés
dans une ¢tude visant a discerner les génes impliqués dans la radiosensibilité dans les cas
de cancer de I’cesophage [285]. Dans cette étude, Ndn est présent en moins grande quantité
dans les cellules présentant une haute sensibilité aux irradiations en comparaison aux autres
lignées radiorésistantes ou il est plus fortement exprimé. Dans une autre étude pour
comprendre les phénoménes impliqués dans la résistance au traitement a 1’oxaliplatin, un
agent chimiothérapeutique employé pour le traitement de nombreux cancers, Varna et ses
collaborateurs [286] dressent le profil d’expression d’un clone résistant de la lignée
ovarienne humaine A2780. Dans ce clone, I’expression de Necdin est diminuée [286].
Ceci suggére des mécanismes différents impliqués dans la résistance a ces traitements en ce

qui a trait au role de Necdin qui est modulé de fagon inverse selon la résistance.

Le cancer du sein peut étre catégorisé en 2 types selon la présence ou 1’absence du
récepteur a estrogeéne alpha (ER-a) ce qui a des conséquences sur le pronostique et le choix
de traitement a envisager pour la patiente. Bien que la présence du ER-a laisse envisager
une réponse aux traitements hormonaux, une meilleure caractérisation de ces tumeurs
permet de conduire a de nouvelles approches en mati¢re de traitement. Abba et al. [287]
ont identifi¢ Necdin comme faisant partie du profil d’expression global caractéristique des
tumeurs du sein positives pour la présence du ER-a. De plus, une analyse des promoteurs
des genes identifiés dans cette étude révele la présence d’un élément de réponse a
I’estrogeéne (ERE) dans la séquence de Necdin, toutefois la fonctionnalité de cette séquence

reste a étre déterminée.

Une autre ¢tude se rattachant au cancer du sein a rapporté Necdin comme candidat
[288]. L’analyse complexe menée par Crawford et ces collégues visait a identifier des loci
de caractéres quantitatifs (QTL) définissant la prédisposition aux métastases dans le cancer
du sein. Necdin fait partie des 7 génes qu’ils ont décelés pouvant affecter les marqueurs

reliés au phénotype métastatique. L’expression ectopique de Necdin dans une lignée
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hautement métastasique de tumeur mammaire de souris (Mvt-1) inhibe la formation de
métastase et diminue la progression de la tumeur en xénogreffe, sans toutefois affecter la
prolifération cellulaire de la lignée in vitro. Ils montrent aussi qu’une plus forte expression
de Necdin correle significativement avec la survie dans le cancer du sein chez I’humain.
Ainsi, Necdin semble avoir un effet protecteur concernant la progression d’un cancer vers

un stade avancé métastatique.

Ces ¢tudes comparent le niveau d’expression entre les tumeurs, mais ne font pas
références au niveau en comparaison aux tissus sains. Il est donc difficile de statuer si de
facon générale Necdin est perdu ou augmenté dans ces tumeurs par rapport aux tissus sains.
Ces évidences expérimentales suggerent néanmoins que le niveau de Necdin peut varier

d’une tumeur a ’autre et étre associé a différents phénotypes.

Finalement, la caractérisation moléculaire d’un modéle de souris transgénique de
cancer des cellules neuroendocrines prostatiques causé par 1’expression de 1’oncogene
virale SV40LT, a aussi identifi¢ Necdin comme candidat [289]. Dans ces souris
transgéniques, le niveau d’expression de Necdin augmente au cours de la progression du
cancer de la prostate et se retrouve méme dans les tissus métastatiques [289]. On ne peut
toutefois pas trancher a partir de ce modele sur ’implication directe de Necdin dans la
formation de la tumeur, cependant il est clair que la présence de son expression n’empéche

pas la formation de tumeur ou de métastases dans ce mod¢le.

1.4.1.9 Les autres fonctions de Necdin

Tanuira et al. ont montré que Necdin pouvait lier deux protéines virales : I’antigéne
grand T de SV40 et E1A de I’adénovirus [253]. Cette observation a attiré notre attention
puisque le domaine impliqué dans cette liaison avec Necdin est le méme que celui requit
pour P’interaction avec Rb qui est conservé dans I’antigene grand T de polyome que nous

utilisons. La fonctionnalité de cette interaction n’a toutefois pas été décrite plus en détail.
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La différentiation cellulaire de certaines lignées est affectée par Necdin. D’abord,
dans le systéme nerveux, Necdin facilite la différentiation post-mitotique et la spécification
des neurones [290]. L’implication de la présence de Necdin dans la différentiation des
cellules musculaires lisses et squelettiques a également été démontrée [244,291]. Par
contre, dans le cas des cellules adipeuses, Necdin présente un effet inhibiteur pour la
transition des pré-adipocytes en adipocytes bruns [247]. Ceci démontre un pouvoir de

Necdin qui est contexte cellulaire spécifique.

1.4.1.10 Sommaire sur les fonctions de Necdin

En résumé, la dualité de propriétés pro- et anti-cancéreuses qui définissent Necdin
(Figure 10, page 52) contribue a faire planer le doute sur le réel potentiel de cette protéine.
Necdin semble posséder une fonction suppresseur de tumeur en limitant la prolifération de
certaines cellules lorsque surexprimé et détenir une activité anti-angiogénique et anti-
métastatique. En contre partie, la présence de Necdin bien qu’il ne semble pas promouvoir
la prolifération, ce qui est I’effet des oncogenes a proprement parler, permet aux cellules de
résister a 1’apoptose. De plus, plusieurs évidences s’opposent qu’en a son niveau
d’expression dans les cellules tumorales. L’approfondissement des connaissances sur
Necdin est nécessaire afin de concilier les différentes fonctions décrites ci haut dans un

mode¢le de carcinogenése.
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CHAPITRE 11

Les objectifs

L’antigéne grand T du Virus du polyome murin est utilisé depuis longtemps par
notre laboratoire pour mettre en lumicre des événements précoces de la carcinogénese.
Ceci est fondé sur le principe que I’antigéne grand T, en plus de son potentiel
immortalisant, confére une résistance a 1’apoptose [235], permet la croissance en condition
limitée en facteurs de croissance [215], et surtout, les souris transgéniques exprimant
I’antigéne grand T développent des tumeurs toutefois avec une certaine période de latence
[231,232,292].  Ainsi, ’antigéne grand T contribue au développement de tumeurs
spontanées chez la souris en générant des événements précoces qui initient la

transformation.

Le point de départ de ce projet de doctorat était de mettre en lumicre ces
événements précoces associés a la présence de I’antigéne grand T du Virus du polyome
murin par 1’utilisation d’une approche génomique. Le premier objectif a donc été de
choisir, parmi I’ensemble des candidats générés par I’analyse du profil d’expression d’une
lignée cellulaire de souris (NIH 3T3) exprimant PyLT, un ou des génes d’intérét. Entre les
candidats sélectionnés, notre choix s’est arrété sur Necdin. Peu de choses étaient connues a
propos de Necdin au moment ou ce projet de recherche a ét¢ amorcé. Toutefois certaines
fonctions intéressantes, entre autres sa fonction similaire a Rb et sa capacité d’interagir

avec p53 [253,254] ont attiré notre attention et méritaient d’étre approfondies.

Le Chapitre III de cette these rapporte la démarche que nous avons entreprise pour
en apprendre davantage sur I’impact de Necdin dans une lignée cellulaire immortalisée
exprimant PyLT ou non. Dans le premier volet de cette étude, nous nous sommes penchés
sur les aspects biologiques de la cellule en commengant par la prolifération pour
comprendre comment ce geéne propos€ comme suppresseur de croissance pouvait se

retrouver exprimé dans notre modele cellulaire contenant une protéine virale. De fagon
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générale, un virus a évolué pour acquérir des caractéristiques qui favorisent sa réplication.
De ce fait, nous avons tenté de déterminer pour quelle fonction de PyLT la modulation de
Necdin pouvait étre favorable. Comme Necdin interagit avec p53 [254], cette voie de
signalisation a ¢été notre centre d’intérét puisqu’il est connu que PyLT permet le
contournement de la réponse p53-dépendente, mais par un mécanisme encore mal défini.
Cette étude a démontré que Necdin est un geéne cible de p53 suivant différents stress

génotoxiques et qu’il a un effet négatif sur la réponse induite par p53.

A la lumiére des résultats obtenus du modéle murin exprimant PyLT, révélant
I’implication de Necdin dans la régulation de 1’activité¢ de p53, nous proposons que la
modulation de I’expression de Necdin pourrait aussi affecter la sénescence, ce qui constitue
le fondement du chapitre IV. Le passage a un modele cellulaire différent nous a permis de
compléter la caractérisation de Necdin dans un systéme qui convient mieux a 1’étude des
mécanismes reliés a la sénescence : les cellules primaires humaines (IMR90). L’expertise
que j’ai introduite dans le laboratoire pour la production et I’utilisation de lentivirus comme
systtme de livraison de différents vecteurs a permis la transition rapide a ce nouveau
modele cellulaire complémentaire. De plus, cette compétence que j’ai acquise m’a permis
de collaborer a différents projets de notre laboratoire, de méme qu’avec d’autres groupes de

recherche dans des projets qui ne sont pas décrits dans cette these.

Le troisieme volet du projet était de définir dans quelle mesure 1’expression de
Necdin pouvait se retrouver dans le cancer chez I’humain. Nous avons donc caractérisé son
expression dans des modeles dans lesquels le statut de p53 était défini tels que des lignées
cellulaires du cancer de 1’ovaire et de la prostate, de méme que dans le cancer de 1’ovaire a
faible malignité en comparaison avec des tumeurs agressives de 1’ovaire (Chapitre III et

données supplémentaires en annexe I).



57

CHAPITRE III

Article 1

Large T-antigen expression analysis identifies Necdin, a p53-

target gene, as an inhibitor of pS3-mediated growth arrest

Julie Lafontaine', Francis Rodier'?, Véronique Ouellet' and Anne-Marie Mes-Masson"’

'Centre de recherche du Centre hospitalier de 1’Université de Montréal and Institut du

cancer de Montréal, 1560, rue Sherbrooke est, Montréal, Québec, Canada H2L 4M1,
2Dépaurtement de radiologie, radio-oncologie et médecine nucléaire, Université de
Montréal, Montréal, Québec, Canada H3C 3J7.

3Département de médecine, Université de Montréal, Montréal, Québec, Canada H3C 3J7.

Running title: PyL'T/Necdin affects p53 response

Sera soumis au journal PLoS One

Contribution des auteurs

Francis Rodier a exécuté les expériences se rapportant a la réalisation, I’analyse et la
confirmation du profil d’expression génique c’est-a-dire établissement des clones,
extraction d’ARN, Southern blot et Western blot. J’ai réalisé toutes les expériences
fonctionnelles reliées a Necdin a I’exception de la caractérisation de 1’expression de Necdin
dans les tissus tumoraux de l’ovaire qui a été accomplie par Véronique Ouellet. Le

manuscrit a été rédigé principalement par moi, révisé et corrigé par chacun des co-auteurs.
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Abstract

In vitro, cellular immortalization and transformation define a model for multistep
carcinogenesis and current ongoing challenges include the identification of specific
molecular events associated with steps along this oncogenic pathway. Based on the
expression of Polyomavirus Large-T antigen (PyLT), an immortalizing oncogene, we
identified transcriptonally related events associated with its expression in NIH3T3 cells,
and we propose that a subset of these alteration in gene expression may be related to the
early events that contribute to carcinogenesis. The proposed tumor suppressor Necdin was
within a group of genes that was consistently upregulated in the presence of PyLT. While
Necdin is induced following p53 activation with different genotoxic stresses, Necdin
induction by PyLT did not involve p53 activation or the Rb-binding site of PyLT. Necdin
depletion by shRNA conferred a proliferative advantage to NIH3T3 and PyLT-expressing
NIH3T3 (NIHLT) cells. In contrast, our results demonstrate that although overexpression
of Necdin induced a growth arrest in NIH3T3 and NIHLT cells, a growing population
rapidly emerged from these arrested cells. This population no longer shows significant
proliferation defects despite high Necdin expression. Moreover, we established that Necdin
is a negative regulator of p53-mediated growth arrest induced by nutlin-3, suggesting that
Necdin upregulation could contribute to the bypass of a p53-response in p53 wild type
tumors. To support this, we characterized Necdin expression in low malignant potential
ovarian cancer (LMP) where p53 mutations rarely occur. Elevated levels of Necdin
expression were observed in LMP when compared to aggressive serous ovarian. We
propose that in some contexts, the constitutive expression of Necdin could contribute to
cancer promotion by delaying appropriate p53 responses and potentially promote genomic

instability.

Keywords: Necdin/Polyomavirus/Large T-antigen/transcriptome/carcinogenesis/pS53/

/growth arrest/NIH3T3/Ovarian cancer/LMP/Borderline
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Introduction

Carcinogenesis is a multistep process defined by uncontrolled cell growth and
neoplastic progression leading to invasive tumors and metastasis. Cancer progression
models dictate that normal cells undergo a variety of genetic/epigenetic alterations which
can be summarized in vitro by two major phenotypic changes: immortalization and
transformation. Normal cells need to overcome cell cycle checkpoints and their limited
division potential to achieve immortalization. Interlaced with this process, additional events
contribute to cellular transformation and move cells toward the complete neoplastic
phenotype [1]. Human lung and colon cancers, genetically altered mice, mouse and human
cell culture models, have all been extensively used to support the multistep progression

model [2,3.,4].

Normal human epithelial or fibroblast cell transformation can be obtained with the
sequential expression of a series of oncogenes, often including the viral proteins SV40LT
(simian virus 40 Large-T antigen) or adenovirus early protein E1A [5,6]. Some E1A
domains conserved in SV40LT, including the CRI/CR2 Rb family (pRb’s) binding
domains and the p300/400-binding pocket are absolutely required for this transformation
process [7]. Despite the importance of these domains, the characterization of other viral
oncogenic domains involved in transformation remains incomplete and additional activities

could contribute to the carcinogenesis process.

Polyomavirus (Py), an oncogenic member of the papovaviruses, causes tumors in
rodents and transforms primary cells in culture [8]. In Py-induced carcinogenesis, Large-T
antigen (PyLT) is responsible for inappropriate cell cycle promotion and immortalization of
mouse primary cells in culture [9,10]. This ability is mediated principally through the
binding and inactivation of pRb’s by the CR1/CR2 amino-terminal domains [11,12]. PyLT
genetically and functionally shares extensive homology with the closely related SV40LT,

although critical differences exist. As an example, while both proteins can bind p300 and
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inactivate the pRb family of tumor suppressors, only SV40LT can bind and inactivate p53
[13]. Functionally, SV40LT is a dual oncogene able to immortalize and transform primary
rodent cells as a single event while PyLT appears limited to immortalization in vitro [14].
Thus, differences between PyLT and SV4OLT render these LT-Ags useful in studying

different aspects of oncogenesis.

Congruent with its in vitro activity, PyLT drives tumor formation when expressed
under various promoters in transgenic mouse models, but the lower frequency and longer
latency suggest a requirement for additional secondary events [15,16,17]. While PyLT
alone cannot transform cells in culture, it can confer resistance to growth arrest in low
serum condition [10] and protect cells against Fas and TNF-a induced apoptosis [18]. This
ability to evade apoptotic signals could potentially promote growth and allow cells to evade
cellular-mediated immunity; important events in multistep carcinogenesis [2,19,20].
Moreover, while PyLT does not bind p53 directly, it has the ability to overcome some
effects of this master tumor suppressor, notably p53-induced cell cycle arrest [21,22,23].
Finally, all E1A domains known to be essential to human cell transformation are not only
conserved in SV40LT but are also found in PyLT [7]. Based on this evidence, we
hypothesized that, in addition to its immortalizing activity, PyLT also modulates important

functions in early mouse cell transformation.

Here, we present a strategy where PyLT induced immortalization-independent
events can be revealed using NIH3T3 immortal mouse embryonic fibroblasts which already
harbor immortalization-associated events that have occurred prior to PyLT introduction.
Using gene expression microarray analysis, we identified Necdin among a set of genes that
were consistently upregulated following PyLT expression in NIH3T3 cells. Necdin was
first identified as a neuronal differentiation marker associated with growth arrest
[24,25,26], but has since been found in several normal tissues [27,28,29,30,31]. Necdin
interacts with the viral oncoproteins SV40LT and E1A [32] and is functionally similar to

pRb since it can promote growth arrest by interacting with E2F1 to repress its
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transcriptional activity [32,33]. In accordance with this function, Necdin overexpression
shows growth inhibitory properties in NIH3T3 and SaOS cell lines [26,32]. However, it is
also expressed in myogenic precursors that have a high proliferating potential [34]. Necdin
is a p53 target gene and physically interacts with the p53 protein product suggesting a
functional relationship [35,36]. Furthermore, the expression of Necdin can protect cells
from apoptosis in different models [29,33,34,37,38,39], including p53-induced apoptosis
[35]. Therefore we hypothesize that during carcinogenesis, and depending on the cellular
context, Necdin could possesses opposing functions and may act as a tumor suppressor
based on its similarity with pRb proteins, or as an oncogene through its capacity to inhibit

apoptosis and p53-dependent tumor suppressive cell fates.

Results reported here support this dual functionality for Necdin. We show that
despite the growth suppressive functions of Necdin, it was possible to derive growing cell
populations expressing constitutively high levels of Necdin. These high levels of Necdin
interfered with p53 activity and contributed to an ineffective growth arrest in response to
stress. Overall, we provide evidence suggesting that upregulation of Necdin expression
could provide advantages for p53 wild type cells during early carcinogenesis through its
ability to decrease signaling downstream of the p53 pathways. Interestingly, we found
higher Necdin expression to be associated with low malignancy potential (LMP) ovarian
tumors, where p53 mutations are rare, compared to high grade invasive ovarian cancer

(TOV).
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Results

Gene statement mapping of PyL T expressing mouse fibroblasts

NIH3T3 mouse fibroblasts were transfected with a PyLT non-episomal expression
plasmid and the selected clones were assessed for stable PyL T expression at the mRNA and
protein level (Figure 1, Supplementary data 2). Selected clones were used for microarray
analysis comparing PyLT-expressing clones to a second group composed of parental
NIH3T3 cells as well as clones that did not express a detectable amount of PyLT. A
variation cut-off set to > 1.5-fold with a P value of > 0.02 generated 194 candidates
significantly modulated by PyLT, composed of 160 upregulated and 34 downregulated
genes (Supplementary data 1). To refine candidate selection, we imposed a further selection
criteria on the 194 genes selected in the primary analysis based on the observation that
genes displaying co-transcriptional regulation often interact by functional relationships
[40]. Levels of PyLT were correlated to the amplitude of fold-change expression (either up-
or down-regulation) which identified 26 candidate genes whose expression varied
proportionally to PyLT (Table 1). As an example, note the correlation between the variation
in Necdin gene expression and PyLT (Table 1, inset). These genes represented the strongest

candidates with 15 upregulated and 11 downregulated genes.

The generated data was validated by Northern blot analysis using a selected number
of genes. Expression levels on Northern blots were compared to corresponding microarray
expression values (Figure 1 and data not shown). Gene expression variations observed on
Northern blots with full-length cDNA probes were highly similar to the data generated by
the Affymetrix oligonucleotide microarray for all probes and clones tested (Figure 1). Some
full-length cDNA probes generated more then one band by Northern blots although at least
one band closely followed the expected microarray pattern (see o-sm-actin and Necdin,

Figure 1). These bands may represent transcript variants or closely related genes. Gapd,
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Dohx as well as Rsp2 showed little variation across all clones and were used as loading

controls.

Validation of a selected candidate gene, Necdin, on an extended NIH3T3

clone set.

Among all candidates identified, the gene encoding Necdin was selected for further
study. Microarray analysis showed an upregulation of mRNA up to five-fold (T-test, P <
0.001) (Table 1 inset). In addition, a second probe set was associated with the Necdin gene
(94811 s _at) and also revealed a 3.6-fold upregulation, although with a P value of 0.04 (see
supplementary materiel). To further validate the microarray data, Necdin expression was
analyzed on an extended set of six NIH3T3 sub-clones and nine independent PyLT-
expressing NIH3T3 stable clones not included in our initial analysis (Figure 2A). The
higher expression levels of Necdin observed when PyLT is expressed, as determined by
Northern blot analysis, correlated well with the data derived from microarray analyses.
Moreover, the use of a nonradioactive Dig-labeled probe gave only one specific band
around the expected size of 1.6 kb, confirming the identity of the lower band in Figure 1 as
Necdin. Some clones with variable levels of PyLT expression were also used to confirm
that the variation measured at the RNA level was visualized at the protein level for Necdin
(Figure 2B). Furthermore, when we derived a new heterogeneous population of NIH3T3
cells expressing PyLT (NIHLT), we again observed an upregulation of Necdin expression
compared to vector-transfected population control (NIH) (Figure 2C and Figure 3A inset).
Necdin variation could be seen as early as 72hrs post-transfection of PyLT. These results
show that elevated Necdin expression levels were a reproducible and constant phenotype in
PyLT-expressing NIH3T3 cells and not caused by a clonogenic effect thus suggesting that

Necdin may be involved in some of PyL T oncogenic functions.
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PyLT induced Necdin expression independently of Rb inactivation

In order to understand the underlying mechanisms behind the increase in Necdin
expression upon PyLT expression, we used different well-characterized mutants of
important PyLT domains (Figure 2D). Rb binding deficient LT-c/s is unable to immortalize
primary cells while LT-CKII has an increased Rb binding capacity compared to wild-type
and demonstrates twice the immortalization potential [12]. Deletion of the zinc finger in
mutant LT-delZ does not affect Rb binding but enhances the immortalization potential of
the protein [41]. The amount of protein expressed from transfection of these three mutants
in NIH3T3 cells was variable, with the mutant LT-c/s exhibiting the lowest level of
expression (Figure 2D). However, it was clear that the LT-delZ mutant, even with a high
level of expression, did not induce Necdin when compared to other mutants. The LT-c/s
mutant was able to reproduce the increase in Necdin expression even with an overall lower
protein level. The LT-CKII mutant also showed similar increases in Necdin expression

(Figure 2D).

These results suggest that Necdin expression is not associated with the
immortalization function of PyLT since the mutation of PyLT affecting the modulation of

Necdin expression (LT-delZ), does not compromise its immortalization potential.

Necdin overexpression does not affect NIH3T3 proliferation in long term

experiments

Necdin has been reported as a growth suppressor [26], and it is counterintuitive that
its expression would be stimulated by a viral protein such as PyLT whose main function is

to stimulate cell cycling to promote viral DNA replication [9,42]. NIH3T3 and PyLT-
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expressing NIH3T3 cells were thus compared. No differences in cell proliferation were
observed (Figure 3A), suggesting that PyLT could prevent Necdin-induced growth arrest,
perhaps through a direct interaction as proposed for SV40LT [32]. However, expression of
a Necdin-GFP fusion revealed that Necdin localized in punctuate nuclear structures while
PyLTGFP was diffusely dispersed throughout the nuclei and was excluded from similar

structures (Figure 3B).

To further assess the effect of Necdin modulation in our model, we used either gain
or loss of function experiments. Three different shRNAs were transduced in NIH and
NIHLT cell populations resulting in decreased Necdin expression (Figure 3C). Consistent
with a role for Necdin as a growth suppressor, removing Necdin expression by shRNA
increased cellular proliferation of NIH and NIHLT cell populations (Figure 3D and 3E).
Additionally, no cell death was observed in NIHLT cells after Necdin removal indicating
that its expression was not necessary to maintain a PyLT-expressing cell population. While
NIH and NIHLT cells proliferate at the same rate, it remained possible that Necdin levels
were not elevated enough to cause growth arrest in these cell lines. Therefore, we
overexpressed Necdin in NIH and NIHLT cells using a lentiviral transduction system
(Figure 3F). A decrease in growth rate was observed shortly after the expression of Necdin
(Supplementary data 3), as previously shown by others [26]. However, maintaining these
populations for longer periods of time in culture allowed us to derive populations that still
expressed high levels of Necdin without any growth defects (Figure 3G and Figure 3H).

These populations stably expressing Necdin were further characterized.

PyLT allows bypass of pS3-dependent growth arrest induced by nutlin-3

Necdin interacts with p53 and possibly modulates its activity [35,39], which raises
the possibility that PyLT exerts its inhibitory effect on p53 through Necdin induction.

Nutlin-3 is a small molecule antagonist of MDM2, which prevents the interaction between
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MDM2 and p53, thus promoting the accumulation of p53 in cells [43]. It has been recently
shown that nutlin-3 can efficiently induce cell cycle arrest or apoptosis in different cancer
cell lines with functional p53 [44]. To assess which response was induced in our model, the
NIH3T3 cell line was treated with nutlin-3 and proliferation was followed by flow
cytometry. Stimulation of NIH cells with nutlin-3 resulted in the activation of p53 resulting
in p21 induction (Supplementary data SA) and a gradual growth arrest (Figure 4A). We did
not detect apparent cell death as evaluated by the sub-G1 content (Figure 4B). When PyLT-
expressing NIH3T3 cells were treated with the same dose of nutlin-3, we observed an
important delay in growth arrest without a significant elevation in the amount of cell death
(Figure 4A and 4B). To confirm that growth arrest obtained in our model was actually
dependent on p53, we used a dominant-negative pS3 peptide, GSE22 [45,46] delivered by
lentivirus. As revealed by immunostaining, high infection efficiencies were reached with
lentivirus use since almost all cells showed expression of GSE22, which resulted in an
accumulation of non-functional p53 in the nucleus (Figure 4C). Inactivation of p53 by
GSE22 expression (NIH-GSE22) conferred almost complete resistance to nutlin-3 (Figure
4D) thereby showing the p53-dependence of nutlin-3 induced cell cycle arrest in NIH3T3
cells. These results show that PyLT expression clearly protects against a p53-dependent
growth arrest, which supports previous reports on the inhibitory activity of the viral protein

on p53 [21,22].

pS53-dependent growth arrest is delayed by Necdin

To address the question of whether the presence of elevated Necdin levels in PyLT
expressing cells may play a role in the delayed p53-response, we examined cell cycle status
upon nutlin-3 treatment in cells where Necdin expression was decreased by the use of three
different shRNA (Figure 3C). In response to nutlin-3 treatment for 48 hours, an increase in

cell cycle arrest was observed when suppressing Necdin expression in NIHLT cells
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compared to NIHLT infected with the control recombinant virus, shGFP (Figure 5A). It
was observed that shNdn 3, which repressed Necdin less efficiently (Figure 3C), only
showed a limited effect (Figure 5A). Thus, the reduced presence of Necdin in NIHLT cells
sensitized them to p53 cell cycle arrest. We did not notice significant changes in FACS
assays in NIH cells expressing shNdn constructs presumably due to the fact that the
parental cells already expressed very low levels of Necdin, and were very sensitive to cell

cycle arrest (Supplementary data 4B).

To validate these results, we also used Wst-1 assays to assess the effect of Necdin
loss on cell growth. Again, reduction of Necdin levels by shRNA sensitized NIHLT to cell
proliferation arrest induced by nutlin-3 (Figure 5B). Significant changes where observed for
shNdn 1 and 2 at a dose of 10 uM while shNdn 3 did not vary significantly. In all
experiments, targeting Necdin in NIHLT did not rescue the sensitivity of NIH cells (Figure
5B). With Wst-1 assays, a significant increase in arrested cells after p53-induction was

detected in NIH when Necdin was depleted (Supplementary data 4C).

Conversely, Necdin overexpression delayed p53-mediated growth arrest both in
NIH and NIHLT as evaluated by DNA content (Figure 5C). Consistent with flow
cytometry, Wst-1 assays revealed that the ectopic expression of Necdin appeared to
attenuate the effect of nutlin-3 in NIH and NIHLT (but only at the 5 uM concentration for
NIHLT), although this reached statistical significance only in NIH cells (Figure 5D). It
should be noted that the mere overexpression of Necdin did not confer to NIH cells the
equivalent response to nutlin-3 seen in the NIHLT cells (Figure 5C and 5D). These results
suggest that the acquired resistance to growth arrest in PyLT-expressing NIH3T3 cells was
in part mediated by Necdin expression but that other factors are presumably also involved.

Nevertheless, Necdin could confer growth arrest resistance even in the absence of PyLT.
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Necdin is a pS3-target gene induced by different genotoxic stress

Interestingly, we noticed in the course of experimentation that Necdin was induced
upon nutlin-3 stimulation. As shown in Figure 6A, a dose-dependent elevation of Necdin
protein levels in NIH and NIHLT cells were observed after exposure to nutlin-3. This
increase was also observed at the RNA level (Supplementary data 5A and 5B) suggesting
transcriptional regulation, rather than a protein stabilization. This transcriptional regulation
was pS53-dependent since inactivation of p53 with GSE22 peptide abolished the Necdin
increase seen in response to nutlin-3 stimulation (Supplementary data 5C). This is
consistent with a recent report suggesting that Necdin is a direct target gene of p53 [36].
We then examined if other genotoxics stresses known to induce p53 could also cause
Necdin upregulation. Both Camptothecin, a Topoisomerase I inhibitor, and Actinomycin D,
an inhibitor of transcription, are known to induce p53 activation [47]. Increased Necdin
expression levels were observed in all cells treated with these two drugs (Figure 6B). By
extension, this suggests that Necdin is a part of those p53 pathways that can be induced by

different signals.

Necdin upregulation in PyLT-expressing cells is independent of p53

Since p53 activation by genotoxic stress induces Necdin expression, we
hypothesized that the PyLT induction of Necdin may involve an increase in p53 basal
activity in NIHLT cells. To assess p53 involvement, the p53 inhibitor GSE22 was
introduced in NIHLT cells and changes in p53-induced gene expression were analyzed.
Expression of GSE22 affected basal mRNA of p53 target genes as judged by the level of
p21 (2.5-fold decrease) but did not affect the control GAPDH (Figure 6C). In the same
extract, the Necdin level was not affected by inhibition of p53 function (Figure 6C). The
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data demonstrate that although Necdin is induced by p53 in response to cellular stresses,

PyLT does not require p53 to mediate increased Necdin expression levels.

Necdin is expressed in low malignant potential ovarian cancer

Since Necdin expression can be regulated independently of p53 and can repress p53
activity, it is possible that deregulation of Necdin may be important in cancers with wild
type p53, where Necdin may play a role in inhibiting the p53 tumor suppressor activity. To
this end, we examined Necdin expression in LMPs versus TOVs, two distinct types of
serous ovarian cancer thought to have different molecular origins, and where p53 mutations
rarely (in LMPs) or frequently (in TOVs) occur [48,49]. A set of seven LMP and eight
TOV tissues were used and Necdin mRNA levels were determined by quantitative real-time
PCR analysis. The relative expression levels revealed a significant difference in Necdin
expression (P < 0.0001) between tissues from LMP and TOV, with higher levels found in
LMP tissues (mean value was > 10-fold higher) (Figure 7).

Discussion

Genes regulated by PyLT were identified in a mouse fibroblast cell culture model.
Considering that PyLT has anti-apoptotic activities [18], that it maintains strong
homologies in essential domains to the transforming oncogenes SV40LT and E1A [7], and
that its expression in transgenic mice leads to tumors development [15,16], it was
hypothesized that these PyLT structure-function properties could provide clues to early
steps during the transformation process. Since NIH3T3 cells were already immortalized

mostly through the biallelic deletion of the INK4 locus [50,51], PyLT immortalization was
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not a selection criteria in our model and we considered candidates as possibly

immortalization-independent.

Our microarray analysis identified a list of potential transformation-associated
candidates genes that corroborates the existing literature and point out the importance of
viral proteins as tools to identify events related to cancer progression. For example,
Transgelin, an actin-binding protein downregulated in our study, is also downregulated in
virally transformed human cells and in human breast, colon and lung cancers [52,53].
Alternatively, DNA methyltransferase 1 (Dnmtl), which contributes to the maintenance of
tumor suppressors silencing in colon cancer progression and in tumorigenic cell lines
[54,55], is also upregulated by PyLT expression. Importantly, Dmntl is recognized as a
significant event during the carcinogenesis process in models related to polyomavirus T
antigen expression including the prostate cancer mouse model expressing SV40LT
(TRAMP) [56], and transformation of cell lines by SV40LT or the human polyomavirus
BKV [57,58]. Interestingly, Necdin was also upregulated in a mouse prostate cancer
progression model based on SV40LT expression [59]. Initial observations for Necdin
expression in human cancer suggested a tumor suppressor function due to its lack of
expression in brain tumor cell lines [25], its decrease in melanomas [60] and in bladder
cancer cell lines and tumors [61]. Conversely, a more recent study revealed loss of
imprinting results in higher Necdin expression in pancreatic cancer [62]. Necdin function in

cancer remains poorly defined and warrants further investigation.

Identification of functional activities associated with PyLT

One way to identify closely interacting proteins (physical or functional associations)
is to monitor their mRNA expression levels since they are often co-regulated [40]. Since
the group of genes shown in Table 1 most closely correlates with PyLT expression at the

transcriptional level, these genes represent good candidates for functional associations. One
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particularly promising member of this group is Necdin, whose gene product has Rb-like
growth regulatory activities and has been shown to interact with pS3 and viral oncogenes
such as SV40LT and E1A [32,35]. It has been hypothesized that the Rb-like activity of
Necdin leads to cell growth arrest when overexpressed in neurons and fibroblasts [26,32].
In particular, the growth inhibitory effects of Necdin were described in a model system
using NIH3T3 cells [26]. Here, we demonstrate that PyLT expression in NIH3T3 cells
results in increases in both Necdin transcript and protein levels but without altering the
long-term growth of PyLT-expressing cells. This suggests that PyL T can inhibit the known
growth suppressive functions of Necdin [26]. Surprisingly, continued proliferation in the
presence of high levels of Necdin was not due to the simultaneous expression of PyLT
since the overexpression of Necdin alone produced long-term Necdin-expressing NIH3T3
cells. Indeed, cell growth slowed immediately following Necdin expression, as previously
described [26], but as shown in this study, the cells rapidly recovered and maintained
normal proliferation rates while maintaining high Necdin levels. This divergence in
Necdin-influenced cell proliferation may be explained by differences between the
experimental approaches. Although the previous study also used the mouse Ndn sequence,
the protein was conditionally expressed in NIH3T3 cells with an inducible expression
system. Three independent clones were selected and analyzed immediately after induction.
In contrast, we used lentivirus-mediated Necdin expression and evaluated the growth
potential of heterogeneous populations after a period of selection and some passages in
culture. While long-term Necdin overexpression was not incompatible with cell growth, we
cannot yet conclude whether the emerging population came from a selective pressure for
cells able to tolerate high Necdin expression or if they came from a transient anti-
proliferative effect of Necdin from which most cells can adapt. Interestingly, we also
experienced difficulty with the production of recombinant lentiviruses from Necdin
constructs (also reported by [32]), potentially reflecting Necdin related growth inhibition in
the packaging cell line 293FT.
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Necdin regulation by PyLT-Ag

The increase in Necdin expression in response to PyLT expression was not caused
by Rb inactivation but was dependent on the presence of the PyLT C-terminal zinc finger
domain. This PyLT domain is required for viral DNA replication possibly due to its
involvement in protein-protein interaction, which allows the formation of PyLT hexamers
[63]. Given that the zinc finger motif is conserved in several polyomavirus large T antigens,
this supports the idea that other large T antigens may also induce Necdin expression.
Although mutations in this domain do not abolish the immortalization property of PyLT
[41], deletions in this domain of SV40LT or papillomavirus E7 decreased their
transforming potential [64,65]. Accordingly, Necdin could have a potential role in the
transformation process involving viral proteins but not in immortalization. Necdin
induction by PyLT could arise through direct PyLT interaction with DNA or with cellular
transcription factors via its zinc finger domain to enhance their activity at the Necdin
promoter. One promising candidate is Lim domain only 4 (LMO4) known to control the
expression of the Ndn gene [66] and that was also upregulated following PyLT expression
(Table 1). LMO4 demonstrates variable expression in different cancers but its role remains
unclear since in breast cancer, high LMO4 expression is associated with a poor prognosis

[67,68] while in pancreatic cancer it is associated with a better survival [69,70].

The p53-Necdin negative feedback loop

Necdin was identified in our screen using conditions that highlight stable events
occuring in continuously proliferating cells. These conditions presumably reflect the
plasticity of heterogeneous cancer tissue where each cell will not have the exact same fate
upon exposure to stress and where selection pressures allow the emergence of

growth/survival promoting properties. According to the tumor suppressor function
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previously proposed for Necdin, it would be beneficial for a cell to lose Necdin expression
to acquire a proliferative advantage, unless maintaining Necdin was somehow
advantageous to the cancer cell. Therefore, we examined whether in some contexts,

increased Necdin could paradoxically promote growth or survival.

A possible role for Necdin in DNA damage response was suggested by the
upregulation of Necdin following different genotoxic stresses. By using nutlin-3, we
showed that p53 activation clearly induced Necdin in a dose dependent manner, supporting
a previous report that identified Necdin as a p53 target gene [36]. Moreover, we show that
modulation of Necdin level affects p53-dependent growth arrest. Indeed, we demonstrate
that an increase in Necdin expression results in a delayed cell cycle arrest while inversely
targeting Necdin by shRNA accelerates this arrest. The interaction of Necdin with p53 [35]
suggests that this delay in growth arrest is probably associated with a direct inhibitory
effect of Necdin over p53. We noted that Necdin affected p21 induction when p53 is
induced in our model (supplementary data 4D) supporting previous results [35]. Therefore,
interference with p53 transcriptional activity may represent the mechanism underlying the
cell cycle arrest variations caused by Necdin. However, we believe that other mechanisms
may be involved since p21 mediated-arrest mostly relies on functional Rb [71,72] and in
PyLT-expressing cells, the Rb proteins are kept inactive by their interaction with PyLT
[73,74].

As p53 induction upon genotoxic stress is associated with multiple additional
signaling events, we directly addressed p53 stimulation by exposure to nutlin-3. This
specific stimulation results in a functional induction of p53, although the post-translational
phosphorylation modifications of p53 observed with genotoxic stress are absent or barely
detectable with nutlin-3 [75,76]. This suggests that phosphorylation may not be critical for
interaction of Necdin with p53 and that Necdin does not interfere with the phosphorylation
status to modulate p53 activity. In addition to phosphorylation, other modifications

contribute to p53 activity [77], including acetylation, which is increased upon nutlin-3
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stimulation [78]. The deacetylase Sirtl is a negative regulator of p53 activation [79,80] and
Necdin interactions with this protein potentiate it activity upon genotoxic stress [39]. This
mechanism is also consistent with the notion that Necdin can inhibit p53 function, but

requires further investigation.

Combining our data on p53 inhibition by Necdin with the knowledge that Necdin is
a direct p53 response gene suggests that Necdin is part of a negative feedback loop
controlling p53 activity. Under normal conditions, this loop is probably well controlled and
allows normal regulation of cellular responses as in the case of the p53 negative regulator
and target gene mdm?2 [81,82]. Importantly, our results also show that Necdin can be
induced by PyLT in a p53-independent manner, which, in a cancer context, could cause a

reduction in p53 activity and potentially contribute to genomic instability.

Necdin is expressed in the bordeline ovarian cancer subtype

According to the literature, Necdin expression may not be suitable for tumor
progression. Necdin has an anti-angiogenic function by interacting with HIF-1-alpha and by
negatively regulating its activity on VEGF induction [83,84]. VEGF is well-known to play
a major role in proliferation and migration of endothelial cells, thereby nourishing and
favoring tumor growth by a pro-angiogenic function. Moreover, Crawford and al. [85]
identified some genes predictive of metastasis in breast cancer from a quantitative trait
locus analysis and found Necdin among their candidates whose expression diminished with
increased risk of metastasis. These results evoke a possible limited capacity of tumor
progression to an advance stage in the presence of Necdin expression. In this study, we
chose to further characterize Necdin in ovarian cancer since this pathology includes a
particular subset of low malignancy cancer. LMPs are non-invasive, or only display micro-
invasion, rarely progress to an aggressive metastatic cancer and patients with LMP disease

have a 5 years survival rate of 95%. Here, we observed higher expression of Necdin in
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LMPs compared to TOVs. In line with this, LMPs have low angiogenesis as compared to

TOVs [86], which fits nicely with Necdin’s anti-angiogenic activity.

Moreover, LMP rarely have mutation in TP53 while 50 to 80% high-grade
carcinomas present abnormalities in TP53 [48,49]. This could indicate that in LMPs, where
p53 is wild type, alternative mechanisms are responsible to render p53 inactive. Our results
revealed an inhibiting function of Necdin over p53-dependent growth arrest. Therefore,
Necdin expression in LMP may attenuate the response when p53 activity is required. Taken
together, the data support the notion that in ovarian cancer, Necdin expression correlates
with a favorable prognosis. The hypothesis that LMP tumors are precursors of invasive
tumors is still controversial, but the evidence suggests that they are two distinct diseases.
Expression of Necdin in borderline ovarian tumors could be characteristic of this particular
ovarian cancer and may have a biologic impact on p53 pathways and malignancy.

However, these possible functions require more investigation.

Conclusion

While the temporal order of multi-step carcinogenesis events may not be crucial,
especially since immortalization and transformation are in vitro concepts, the pathways or
genes themselves may point to important parameters during carcinogenesis. It is likely that
some of the candidate genes identified here may play a role in human cancer. Our results
suggest that Necdin harbors both tumor suppressive or oncogenic properties depending on
the cellular context. These oncogenic properties were demonstrated here by the inhibitory
effect of Necdin over p53-mediated growth arrest and by others where Necdin contributed
to p53-induced apoptosis resistance [35,39]. In combination with Necdin expression
patterns during ovarian cancer progression, these results warrant further investigation about

the context-dependent oncogenic properties of Necdin. Further challenges include
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investigating the functional significance of the identified candidates during multistep

carcinogenesis.
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Materials and methods

Cell culture

NIH3T3 cell lines [87] were purchased from ATCC. All cell lines were cultured in
Dulbecco’s modified Eagle’s media (DMEM) supplemented with 10% fetal bovine serum,

gentamycin and amphotericin. Cells were grown at 370C with 5% CO2 and kept at low-
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density conditions to prevent culture induced transformation [87,88]. For proliferation
experiments, 5 x 104 cells were seeded in 6 well plates and the number of living cells
determined using the CASY® cell counter model TT or by a hematocytometer.
Experiments were repeated at least three times in duplicate. For stimulation, the following

reagents were used: Nutlin-3 (5-20uM), Actinomycin D (60uM) and Camptothecin (S5pM).

Vectors and transfections

The PGKLTneo plasmid was constructed by introducing Neomycin resistance from
the pSV2neo vector into PGKLT [18] and was used to transfect NIH3T3 cells. The
PGKLTGFPneo vector was generated by cloning eGFP from Clontech eGFP-N1 vector in
frame with PyLT into PGKLTneo. A small C-terminal deletion of PyLT was introduced
encompassing amino acids 685-785. All stable clones were selected with 0.5 mg/ml G418
applied 48 hrs post-transfection and named “LT” follow by a different number representing
each independent clone. Heterogeneous populations expressing PGKLTneo plasmid or the
control vector PGKN were generated with Lipofectamine 2000 transfection reagent
(Invitrogen). We referred to these heterogeneous populations as NIHLT and NIH
respectively. Mutant forms of PyLT are described elsewhere [12,41]. Briefly, LT c/s
contain a cysteine to serine substitution in amino acid 144. In LT CKII, some amino acids
in the phosphorylation motif adjacent to the Rb binding motif were substituted to mimic an
E7 CKII motif. LT delZ contains a deletion in amino acids 452 to 469 in the zinc finger
domain. Necdin-GFP was generated by cloning ¢cDNA from a Riken clone (clone

1500000G13) in a N-terminal fusion protein with GFP in the pEGFP-C2 vector (Clontech).

Lentiviral constructs and infections

Mouse Ndn was PCR amplified from a Riken clone (clone 1500000G13) followed
by insertion in pENTR/D-TOPO® (Invitrogen). The generated pENTR-ndn vector was
recombined in the 670-1 vector (pLenti CMV/TO Puro DEST, Addgene 17293) [89] using
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recombination cloning technology from Invitrogen. Empty control vector (referred to as
Vector in figures) was the product of 686-1 (pENTR4 no ccDB, Addgene number 17424)
[89] recombined with the 670-1 vector. eGFP and GSE22 (encoding an interfering p53
fragment) are described elsewhere [45,90]. For gene repression, pLKO.1 lentiviral shRNA
vectors targeting the mouse Ndn gene were purchased from Open Biosystems: shNdnl
(TRCN0000103780), shNdn2 (TRCNO0000103781), shNdn3 (TRCN0000103782). shGFP
from Open Biosystems (RHS4459) was used as control vector. The Virapower lentivirus
expression system (Invitrogen) allowed us to deliver genes of interest or sShRNA in mixed
populations (NIH and NIHLT). Briefly, the vector of interest was cotransfected with a
packaging mix in 293FT. The supernatant was collected after three days and was either
used fresh or concentrated. Infections were done overnight in the presence of polybrene,

and puromycin selection was applied 48hrs later.

RNA and Proteins extractions

RNA was extracted directly from 80% confluent 100mm petri dishes with TRIzol™
reagent (Gibco/BRL, Life Technologies Inc.). RNAs used in microarray experiments were
further purified with QTAGEN RNeasy columns. Total proteins were extracted from 80%
confluent 100 mm plates in buffer containing: 50 mM Tris HCL, pH 7.4, 150 mM NacCl, 1
mM EDTA, 1% TRITON™ X-100, protease inhibitor cocktail (Complete Protease
Inhibitor cocktail Tablets, Roche), NaF and NaOV.

Microarray analysis

Biotinylated hybridization targets were prepared from total RNA as described [91].
Affymetrix arrays Mu74a were used in experiment 1 to hybridize cRNA from the parental
NIH3T3 population and from clones NIHLT11, NIHLT47, NIHLT40, NIHLT50. Arrays
Mu74a2 were used in experiment 2 to hybridize NIHcM, an untransfected NIH3T3 sub-
clone, and clones NIHLT7, NIHLT12, NIHLT32, NIHLT33, NIHLT46, and NIHLTGFPA
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(expressing a PyLT eGFP fusion protein). Gene expression levels were calculated for each
EST from the scanned image by the Affymetrix GeneChip software algorithm. After
normalization to the total average intensity, all probe sets whose expression levels were
below 50 were raised to 50. The ~25% of probes on the Mu74a arrays corresponding to
Affymetrix synthesis errors were removed from both experiments for subsequent analysis.
Based on data acquired by Northern blots analysis, individual microarray datasets were
pooled into two groups, a first group containing samples with clearly detectable PyLT
expression (NIHLT11, NIHLT32, NIHLT40, NIHLT46, NIHLT47, and NIHLT50), and a
second group of samples lacking PyLT expression (NIH3T3, NIHcM, NIHLT7, and
NIHLT12). Groups were compared against each other to detect significant differences in
gene expression (Fold change of more than 50% increase/decrease at a P value of 0.02 or
better, see supplementary data 1). The candidate genes modulated at the transcriptional
level by PyLT were reordered using GENESPRINGTM to identify a group of genes that
have an expression pattern closely matching PyLT expression levels (Figure 1). For raw

microarray data, see supplementary material.

Candidate gene expression validation

Northern blot analysis has been described elsewhere [18]. Radiolabeled probes were
generated from RIKEN full-length cDNA. A subset of Northern blots were hybridized and
revealed using Dig-labeled ¢cDNA probes according to the manufacturer’s instructions

(ROCHE Diagnostics).

Western blotting and immunocytochemistry

The following antibodies were used for western blotting: Necdin (07-565), GFP
(JL-8, 8371-2), p21 (F-5, sc-6246), p53 (Ab-1, clone PAb-240), HSP60 (N-20, sc-1052),
Actin (AC-15, ab6276). The polyclonal antibody specific to PyLT (Mmla) was produced
by injection of PyB4a to form ascites in BN rat cells [92]. All HRP-conjugated secondary
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antibodies were purchased from Santa Cruz. Immunocytochemistry was performed on
formaldehyde fixed cells with the DakoCytomation kit according to the manufacturer’s

protocol. p53 Pab240 antibody was used to detect non-functional p53 in the native form.

Cell cycle analysis and proliferation

For p53 activation, 5 uM or 10 uM of nutlin-3 (Sigma) was used, with DMSO being
used as untreated control. Flow cytometric analyses were performed to characterize cell
cycle profiles. Approximately 1 x 105 cells were seeded in 6-well plates and treated 24
hours later for the indicated period of time. Cells and medium were collected and
centrifuged. Cells were fixed and stained with propidium iodide. The use of nutlin-3
mimics the overexpression of p53 as it causes the release of p53 from mdm2, which results
in its accumulation [43]. Nutlin-3, like p53 overexpression, has been described to induce
growth arrest in both the G1 and G2 phase [93,94,95]. Accordingly, we present FACS data
as a ratio of arrested cells (GI+ G2 phases) over proliferating cells (S phase). Cell
proliferation reagent WST-1 (Roche) was used to follow growth arrest in NIH and NIHLT
treated with nutlin-3. 5x103 cells were plated in 96-well plates and treated 24 hrs later for a
period of 48 hrs. Growth arrest is the difference between proliferation of untreated cells and
proliferation of treated cells (O.D. untreated — O.D. treated). This result was normalized to

growth arrest with the internal control NIH.

Quantitative Real-Time PCR

Total RNA was extracted with TRIzol® reagent as described by the manufacturer
and the quantity and quality were determined with the Agilent 2100 Bioanalyzer and
NanoDrop. ¢cDNA was generated using the QuantiTect® Reverse Transcription Kit
(Qiagen). For Q-PCR, SYBR Green PCR Master Mix (Qiagen) was used for cDNA
labeling and was performed with the Rotor-Gene 3000 Real-Time PCR Detection System
(Corbett Life Sciences). The Pfaffl analysis method [96] was applied to data generated by
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Q-PCR. Experiments on cell lines were done in duplicate on three independent samples of
each group (NIHLT-vector and NIHLT-GSE). Primer sequences were from RTprimerDB
[97] and are available upon request. For ovarian cancers study, following appropriate
consent, tumor samples were collected through the Division of Gynecologic Oncology at
the Centre hospitalier de 1’Université de Montréal (Hopital Notre-Dame). We focused on
samples of serous histopathology obtained from chemotherapy naive patients. Experiments
on ovarian tumor tissues were done twice in duplicate for each sample. Comparative gene
expression analysis in ovarian samples was performed using ERK1 as an internal control

based on previous results [98].
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HMGI-C gene, exon 1, high mobility group AT-hook 2 1821 835 0,46  0,0001
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2 These GenBank IDs are not currently assigned to a Unigene cluster.

Table 1 PyLT mediated changes in gene expression profile in NIH3T3 cells.
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A partial listing of PyLT modulated genes representing candidates whose expression

variation correlates with the level of PyLT mRNA. Inset shows Genespring software

representation of expression of these candidates with emphasis on Necdin expression. PyL T

mRNA expression levels by Northern blot analysis are presented to permit correlations (see

Figure 1).
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Figure 1 Validation of Affymetrix microarray data for selected genes in NIH3T3 and
NIHLT clones.

Northern blotting (using full-length radiolabeled cDNA probes) was used to validate
selected Affymetrix microarray patterns. Northern blots are compared to bar graphs
representing normalized microarray data. Stars represent the transcript corroborating
microarray data when more then one band was detected by autoradiography for a single
probe. Note the lack of detectable PyLT in clone NIHLT33, although transcripts can be
seen on longer exposures (data not shown). There is no microarray data for the PyLT

transcript. PyLT expression was verified on the total RNA used for microarray analysis.
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Figure 2 Necdin as a relevant candidate.

(A) Validation of the microarray identified Necdin gene by Northern blot analysis on an
independent extended clone set. Lanes 1 to 6 represent individual NIH3T3 sub-clones.
Lanes 7 to 15 represent individual NIH3T3 clones transfected and selected to express
PyLT. Clones were independent from those used in the microarray analysis. Full-length
DIG-labeled probes were used and exposure times were adjusted. DOHX was used as a
control. (B-C) Necdin protein level in (B) clones expressing variable level of PyLT or (C)
new heterogeneous populations of NIH3T3 cells stably transfected with PyLT (NIHLT) or
empty vector (NIH). (D) Different mutant forms of PyLT protein expressed in NIH3T3
were used to determine the domain involved in Necdin modulation. Western blot shows
protein expression levels. Representation of mutants described in the results section with

Rb-binding and immortalization capacity as reported previously [12,41].
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Figure 3 Necdin influences the proliferation of NIH and NIHLT populations.

(A) NIH and NIHLT mixed populations proliferate at the same rate. (B) Necdin and PyLT

are present in different cellular localizations. GFP fluorescence from living cells in NIH3T3

transfected with the empty vector (¢GFPN1), NecdinGFP fusion protein in cells expressing
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PyLT (clone NIHLT46) or GFP fluorescence associated with the PGKLTGFPneo construct
(NIHgfpLTA). (C) Decrease of Necdin protein levels by three different shRNAs transduced
by lentivirus infection in NIHLT and NIH. Growth curves for NIH (D) and NIHLT (E)
revealed that cells depleted in Necdin proliferate faster. (F) Protein expression level in
NIHLT and NIH cells with overexpression of mouse Necdin, the GFP control or vector
alone. Growth curves for NIHLT (G) and NIH (H) expressing exogenous Necdin after a

certain period of time did not shown differences in their growth rate.
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Figure 4 Nutlin-3 induces a p53-dependent growth arrest in NIH3T3 cells that is bypassed
by PyLT expression.

(A-B) Flow cytometry analysis of NIH or NIHLT populations treated with nutlin-3 (5uM)
demonstrate that nutlin-3 induces a growth arrest in the cell lines and that the NIHLT
population is more resistant. Results from one representative experiment. (A) Cell cycle
arrest was represented by the variation of ratio of arrested cells (G1+ G2 phases) over
proliferating cells (S phase) in treated cells versus untreated controls. (B) No variation of
the percentage of cells in Sub-G1 phase, representing cell death, was observed after nutlin-
3 treatment. (C-D) The use of a p53 inhibitor peptide (GSE22) validates the p53-
dependence of the growth arrest induced by Nuclin-3. (C) High efficiency of infection and
functionality of the GSE22 peptide were demonstrated by accumulation of non-functional
p53 in the nucleus by immunocytochemistry detecting p53 in NIH transduced with GSE22
or control vector. Cells were counterstained with hematoxylin. The stabilization of non-
functional p53 was also seen in Western blots of the corresponding infected cells. (D)

FACS analysis on NIH transduced with GSE22 or vector with nutlin-3 treatment (*P <
0.05, **P < 0.01 t-test).
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Figure 5 Necdin confers resistance to p53-dependent growth arrest.

(A-B) NIHLT cells depleted in Necdin by shRNAs and exposed to nutlin-3 showed a
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delayed growth arrest (A) measured by DNA content analysis by FACS (as described in

figure 4A) or (B) assessed by Wst-1 colorimetric assay. Results for Wst-1 represent

normalized data according to the portion of arrested cells (O.D. untreated — O.D. treated)

relative to arrested control NIH after 48h of exposure to nutlin-3. (C-D) NIH and NIHLT

cells overexpressing Necdin show growth arrest resistance upon nutlin-3 treatment. (C)

FACS analysis or (D) Wst-1 colorimetric assay (*P < 0.05, **P < 0.01 t-test).
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Figure 6 PyLT-induced Necdin expression is p53-independent.

vector GSE

. Necdin is induced following activation of p53. (A) Dose response treatment with nutlin-3

increased Necdin protein level in NIH (left) and NIHLT (right). (B) Genotoxic stress

induced by Actinomycin D and Camptothecin also stimulated Necdin protein expression.

(C) In NIHLT cells, Necdin expression is not dependent on p53 activity as assessed by p53
inhibition. Mean of relative expression of Necdin, p21, p53 and GAPDH in NIHLT cells

with or without the p53 inhibitor GSE22. Expression was measured by Q-PCR in three

independent samples from each group. Expression is relative to actin. (**P < 0.001, t-test)
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Figure 7 Necdin expression is detected in LMP and is lower in TOV.
Q-PCR analysis of tissues from seven LMP serous ovarian cancers and eight high grade
serous ovarian cancers. Expression of Necdin gene relative to ERK-1. (P < 0.0001, Mann-

Whitney’s U test)



Supplementary data 1 Microarrays analysis containing 194 modulated genes

List of genes responding to selection criteria (1,5 folds, P< 0.02).

Average Average €33 gfpPyLT
Probe name __Gene PyLT-neg PyLTpos _fold ttest fold fold
101059_at Ndn: necdin 7225 34017 471  0,00909 147
92916_at Syt3: synaptotagmin 5525 20500 371 0011549 1,39
101856_at Kctd17: potassium channel tetramerisation domain containing 17 74 26483 358  0,000609 3,16
102886_at Gpod: glypican 4 50 17317 346  0,000055 1,00
96912_s_at  Ctla2b: cytotoxic T lymphocyte-associated protein 2 beta 5825 19550 3,36 0017240 2,08
97551_at Hip1r: huntingtin interacting protein 1 50 16500 330  0,003145 1,12
93860_i at  Mouse endogenous murine leukemia virus modified polytropic provirus DNA 5425 179,00 330  0,001920 1,25
93469_at Ephb3: Eph receptor B3 8575 27050 3,5  0,003101 384
92398_at Vps37b: vacuolar protein sorting 37B (yeast) 825 25233 306  0,004487 0,86
101578 f at  Actb: actin, beta 6035 163200 270  0,009256 1,97
97521_at Ass1: argininosuccinate synthetase 1 73 19483 267 0,012965 4,08
99933_at Purl2: poliovirus receptor-related 2 775 19750 255  0,002643 221
103855_at Plec: plectin 1725 413,83 240  0,014837 135
103480_at Cd4: CD4 antigen 635 15200 239  0,000092 0,79
101738_at Lhb: luteinizing hormone beta LH, leutropin 211,25 493,17 233  0,003463 1,08
92845_at Oxct1: 3-oxoacid CoA transferase 1 58825 136433 232  0,016190 1,29
92738_at Gdnf: glial cell line derived neurotrophic factor 60 13833 231  0,002707 1,08
93009_at 8275 189,33 229  0,008944 2,03
102099_f at  Kctd17: potassium channel tetramerisation domain containing 17 1765 403,17 228 0011525 1,39
96917_at Fam54b: family with sequence similarity 54, member B 50 11400 228  0,010399 1,00
102929 s_at  Fit3l: FMS-like tyrosine kinase 3 ligand 845 19183 227  0,019890 067
95596_at Foxk2: forkhead box K2 9 217,83 227 0013044 1,14
96057_at Aldh2: aldehyde dehydrogenase 2 1235 27500 223  0,001248 2,06
96911_at Gnb2: guanine nucleotide binding protein (G protein), beta 2 797 173750 218  0,000046 1,12
92357_at Adam23 a disintegrin and metallopeptidase domain 23 63 137,00 217 0017018 1,70
93861_f_at 10025 217,47 247  0,008720 1,66
93108_at P4hb: prolyl 4-hydroxylase, beta polypeptide 955 20567 215  0,014409 083
100062_at Mcm3 minichromosome maintenance deficient 3 (S. cerevisiae) 397,75 85500 215  0,004071 0,81
93482_at Mylk: myosin, light polypeptide kinase 67 14383 215  0,000956 2,51
97371_at Haus5: HAUS augmin-like complex, subunit 5 9225 19633 213 0004125 1,08
93430_at Cxcr7: chemokine (C-X-C motif) receptor 7 51 107,50 211  0,020120 098
104633 _at Dab2: disabled homolog 2 (Drosophila) 11425 24067 211  0,006723 1,10
103032_at Tpst1: protein-tyrosine sulfotransferase 1 168,75 353,17 2,09  0,004242 1,00
103529_at Tnfaip8I1: tumor necrosis factor, alpha-induced protein 8-like 1 53 10900 206 0002728 094
95009_at Plod3: lysine, 5 3 6425 13133 204  0,020160 093
97778 _at St3gal3: ST3 bet alpha-2, 3 785 15767 201  0,005546 213
92587_at Fdx1: ferredoxin 1 4795 962,83 201  0,012579 074
103439_at Psd: pleckstrin and Sec7 domain containing 11875 23600 199  0,007186 2,00
97782_at Defb2: defensin beta 2 61 12050 1,98  0,001291 0,89
99597_at Gnai2: guanine nucleotide binding protein (G protein), alpha inhibiting 2 3175 62467 1,97  0,006879 1.67
104172_at Folr2: folate receptor 2 (fetal) FBP2, FR-P3, Folbp-2, Folbp2 57 11050 1,94  0,003985 088
101844_at Pipox: pipecolic acid oxidase 66,25 127,50 1,92  0,009028 1,19
94284_at Cybsr3: cytochrome b reductase 3 631,75 120533 191  0,006187 1,27
104522_at Itsn1: intersectin 1 (SH3 domain protein 1A) 1145 21633 1,89  0,000880 1,60
95566_at Gpld1: specific D1 51 9617 1,89  0,009970 098
100587_f_at 76 14217 1,87  0,001556 1,00
98122_at Lmod: LIM domain only 4 768,75 143700 1,87  0,006576 1,08
99450_at Keng2: potassium voltage-gated channel, subfamily Q, member 2 6025 112,17 1,86  0,008602 134
97226_at Gna12: guanine nucleotide binding protein, alpha 12 25225 468,33 186  0,014750 099
98771_at Ephb2: Eph receptor B2 82 151,17 1,84  0,000287 1,30
97247_at 1565 287,50 184  0,016995 0,90
93349_at Pcolce: procollagen C-endopeptidase enhancer protein P14 1508,75 276183 1,83  0,011974 0,89
95599_at St3gald: ST3 bet alpha-2,3 4 15325 279,67 1,82 0020148 0,90
98953_at Eif1b: eukaryotic translation initiation factor 1B 36325 66250 1,82  0,006449 084
98532_at 104575 189200 181  0,009603 065
96356_at ARPC18B: Actin related protein 2/3 complex, subunit 18 8085 146267 1,81 0018351 1,08
97885_at Tmem176b: transmembrane protein 1768 236 423,83 180  0,003280 1,01
92486_at Slc22a21: solute carrier family 22 (organic cation transporter), member 21 7625 136,17 1,79  0,007870 1.81
Hoxa6: homeobox A6 Hox-1.2 132 23550 178  0,001187 1,14
103850_at Loxi1: lysyl oxidase-like 1 40225 71467 178  0,004644 082
94121_at Sprr2h: small proline-rich protein 2H 925 16333 177  0,016401 0,69
101938_at Pabpc2: poly(A) binding protein, cytoplasmic 2 PABP 80 14050 1,76  0,002970 1,55
93909_f at 32425 56583 175  0,014081 1,69
93908 f at 196 341,00 1,74  0,012421 1,83
99042_s_at  Shox2: short stature homeobox 2 267 46167 173  0,002139 1,68
93004_r_at  BC018242: cDNA sequence BC018242 Lppr2, MGC25492, PRG-4 144 24833 172 0,003217 141
103026_f_at  Cryge: crystaliin, gamma E Cryg-2, Cryg-6, DGery-2, Elo 64 11017 172  0,000515 1,06
95575 r_at  Cggbp1: CGG triplet repeat binding protein 1 5625 9650 1,72  0,011140 1,49
98875_at Alg13 ATG13 autophagy related 13 homolog (S. cerevisiae) 14925 25550 1,71  0,008545 143
104080_at Pdap1: PDGFA associated protein 1 641 109667 171  0,008351 0,80
103622_at Miycd: malonyl-CoA decarboxylase 177 301,50 1,70  0,002799 1,62
101376_at 12875 21883 170 0019632 1,64
97566_f_at 515 8717 169 0014778 1,38
97270_at Nxn: nucleoredoxin 7675 129,83 169 0013487 1.84
93356_at 4945 83650 1,69  0,008081 0,60
98028_at Twist1: twist homolog 1 (Drosophila) 228 38567 169  0,016064 1.1
104235_at Sun2: Sad1 and UNC84 domain containing 2 338 571,50 169  0,000544 1,03
103811_at Invs: inversin 785 13250 169  0,020220 1,39
98778 at Septi: septin 11 745 12567 169  0,003303 1,60
97984_i_at  Kic1 kinesin light chain 1 222 37267 168  0,005334 075
99808_at Hoxb13: homeobox B13 585 9817 168  0,007645 1,44
96637_at The1d1: TBC1 domain family, member 1 109,75 183,33 1,67  0,003337 096
99447_at 50 8333 1,67  0,000585 1,00
93842_at Dap: death-associated protein 2128 353833 166 0011898 099
94429_at Eef1a2: eukaryotic translation elongation factor 1 alpha 2 3665 607,83 166 0016166 1,57
98047_at Ubr7: ubiquitin protein ligase E3 component n-recognin 7 (putative) 216 357,83 166  0,012034 088
100022_at Cish: cytokine inducible SH2-containing protein 14825 244,50 1,65  0,003989 1,38
98922_at Stt3a: STT3, subunit of the oligosaccharyltransferase complex, homolog A (S. cerevisiae) 625 10300 165 0019519 1,01
92832_at Socs1: suppressor of cytokine signaling 1 985 16200 164  0,004877 096
102402_at Gbas: glioblastoma amplified sequence AV006093, Nipsnap2 619 1011,83 163  0,003591 1,09
97741_at Tshb: thyroid stimulating hormone, beta subunit 7775 127,00 1,63 0014331 1.41
103541_at Tete2: t-complex-associated testis expressed 2 625 10200 163  0,006346 226
102711_at Rgs14: regulator of G-protein signaling 14 104 169,67 1,63  0,011931 1,65
101440_at Macrod:' MACRO domain containing 2 565 9200 163  0,012230 088
104688_at Mapdk1: mitogen-activated protein kinase kinase kinase kinase 1 60 9750 1,63  0,000705 1,00
103387_at Phf1: PHD finger protein 1 172,75 280,33 1,62  0,008471 1,62
98277_at Ikzf4: IKAROS family zinc finger 4 13825 224,33 162 0002935 1,40 X
102004 f at __ Gstm1 mut 59275 961,50 1,62 _ 0,004313 192 121




Supplementary data 1 (continued)

Average Average C33  gfpPyLT
Probe name _ Gene PyLT-neg PyLTpos _ fold ttest fold fold
101445_at Dnmt1: DNA methyltransferase (cytosine-5) 1 50C 810,50 1,62  0,000141 0,65 1,08
99815_at Hrh2: histamine receptor H2 57, 93,17 1,62 0,007934 0,87 0,87
102792_at Ung: uracil DNA glycosylase UNG1, UNG2 195,78 317,177 1,62  0,000024 122 1,13
102242 _at Per3: period homolog 3 (Drosophila) 183, 296,83 162 0013172 1,19 0,96
98524 f at Mtm1: X-linked myotubular myopathy gene 1 334 540,00 1,61 0,000189 1,24 1,13
102231_at Creb3I1: cAMP responsive element binding protein 3-like 1 43C 692,50 1,61 0,008539 1,69 1,43
94558_g_at Gtf3a: general transcription factor Il A 323,26 519,17 1,61 0011847 1,01 0,91
93236_s_at  Tyms-ps: thymidylate synthase, pseudogene 260,75 417,83 1,60 0,010531 0,79 1,33
100093_at Cdk16: cyclin-dependent kinase 16 554,28 887,50 1,60 0,002482 1,26 0,67
93819_at 1227 1963,33 1,60 0,015100 0,82 1,06
104506_at Nr1i3: nuclear receptor subfamily 1, group |, member 3 158 252,67 1,60 0,002547 1,33 1,21
95449 _at Mif4gd: MIF4G domain containing 126,7¢ 202,33 1,60 0,007399 0,39 0,41
102821_s_at 404825 6434,17 1,59  0,009779 0,80 1,12
100095 _: Scarb1: scavenger receptor class B, member 1 488, 77567 159  0,014820 0,73 1,13
93498_s_at  Aplp2: amyloid beta (A4) precursor-like protein 2 312 496,67 159 0,013821 147 1,80
95992_at 10¢ 172,83 1,59 0,010706 1,50 0,83
93987_f_at 2651, 4190,83 1,58  0,013907 1,67 1,48
98346_at Tsku: tsukushin 107,26 169,50 1,58 0,012933 0,89 0,84
93543_f_at 698,76 1103,00 1,58 0,015831 1,78 1,18
104220_at Smad6: MAD homolog 6 (Drosophila) Madh6 124,7¢ 196,50 1,58  0,004008 1,22 1,17
96423_at Alx3: aristaless-like homeobox 3 114,7¢ 180,67 1,57 0,019769 167 1,14
104222 _f at Ggps1 geranylgeranyl diphosphate synthase 1 5€ 88,17 1,57 0,016570 143 0,88
101771_r_at  Pcdha12 protocadherin alpha 12 520,26 817,50 1,57  0,009991 0,89 0,85
93973_at Eif3b: eukaryotic translation initiation factor 3, subunit B 997, 1567,33 1,57  0,000927 0,59 0,77
96310_at Mbp: myelin basic protein 54 84,83 1,57 0,004367 1,50 1,33
104101_at Slc9a8: solute carrier family 9 (sodium/hydrogen exchanger), member 8 206,7¢ 324,50 1,57 0,018147 1,31 1,07
95295_s_at FIt3: FMS-like tyrosine kinase 3 165,7¢ 259,33 1,56  0,012740 1,26 0,69
101406_at Sult2b1: sulfotransferase family, cytosolic, 2B, member 1 56,5 88,17 1,56  0,009393 1,68 1,33
92518_at Neo1: neogenin 137 213,17 1,56  0,004362 0,97 1,13
95076_at 1069,7¢ 1664,33 1,56  0,015939 0,73 0,81
93991_at alate 2,NAD 24142 3747,17 1,55 0,004736 1,02 1,21
103732_at Inpp5j: inositol polyphosphate 5-phosphatase J 91,6 141,83 155 0,013702 1,09 0,84
103992_f at  Khdc1 H domain containing 1A 61,28 94,83 1,55 0,002105 144 0,93
97943_at Capné: calpain 6 25C 386,83 1,55 0,008354 1,38 1,30
95606_at Syncrip: in binding, ic RNA ir ing protein 52 80,33 1,54 0,017226 0,96 1,13
94757 _at < cystic fibrosis transmembrane conductance regulator homolog 64 98,83 1,54 0,007703 1,33 1,16
103322_at ia: ribose 5-phosphate isomerase A RPI 244 376,50 1,54 0,003839 1,26 1,54
99825_at Srcap: Snf2-related CREBBP activator protein 93,5 14367 1,54 0,013642 1,20 1,08
97277_at Triap1: TP53 regulated inhibitor of apoptosis 1 755 116,00 1,54 0,013286 0,82 1,54
95445_at 289,28 44417 1,54 0,012148 1,01 0,86
95287_at Luc712: LUCT-like 2 (S. cerevisiae) 83,76 128,50 1,53 0,020128 1,37 1,54
96493 _at 228 350,17 1,53  0,002765 1,24 1,03
101141_at 74,7¢ 114,33 1,53  0,003206 1,34 1,27
103815_at Pex11b: peroxisomal biogenesis factor 11 beta 5¢ 90,177 1,53 0,018693 1,39 1,49
97985_f_at LOC100047609: similar to Kinesin light chain 1 561 857,00 1,53 0,003588 0,76 0,27
97982_at Emid2: EMI domain containing 2 62,28 95,00 1,53 0013125 1,72 1,00
104544 _at RpI39I: ribosomal protein L39-like 1362 2078,177 1,53 0,013134 1,08 0,91
99997_at Pkn1: protein kinase N1 DBK 172 263,83 1,53 0,001937 1,18 1,08
97158_at Zfp651: zinc finger protein 651 112,2€ 171,00 1,52  0,000822 1,1 0,9¢
103904 _at Igfbpé: insulin-like growth factor binding protein 6 1488, 2261,50 1,52 0,018885 1,00 0,67
103835_f_at 536, 814,50 1,52 0,004763 1,08 1,12
104594 _at $100a14: S100 calcium binding protein A14 66 100,17 1,52  0,008999 1,06 0,76
93939_at Sh2b3 SH2B adaptor protein 3 108 163,50 1,51  0,005863 0,71 1,22
103751_at Fam83h: family with sequence similarity 83 246,76 373,00 1,51  0,004324 0,99 0,72
103934_at Slc6a13: solute carrier family 6 (neurotransmitter transporter, GABA), member 13 112 169,83 1,51  0,005664 1,65 1,20
104088_at Bnip1: BCL2/adenovirus E1B interacting protein 1 17¢ 270,17 1,51 0,000338 1,08 1,14
98846_f_at 161,28 243,33 1,51  0,020186 1,20 1,18
94501_at gpp1: sphingosine-1-phosphate phosphatase 1 511,7¢ 77183 151 0,010505 1,08 0,72
92448 _s_at Gfra2: glial cell line derived neurotrophic factor family receptor alpha 2 52,28 78,67 1,51 0,000924 1,97 0,96
99598_g_at  Gnai2: guanine nucleotide binding protein (G protein), alpha inhibiting 2 2031 3057,83 151 0,016583 0,94 0,72
95358_at Pip4k2a: phosphatidylinositol-5-phosphate 4-kinase, type I, alpha 27426 411,33 1,50 0010278 1,69 117
101763_at Gpr50: G-protein-coupled receptor 50 458,5 687,00 0,001708

95420_at Pgd: phosphogluconate dehydrogenase 505 337,00 0,006854

100514 _at Gna13: guanine nucleotide binding protein, alpha 13 180, 1175 0,016683

96766_s_at Tyro3 TYROS3 protein tyrosine kinase 3 87 56,3 0,009381

96024_at 1337,7¢ 0,019051

95387 f_at 108,5 0,015845

103601_at Ptrh1: peptidyl-tRNA hydrolase 1 homolog (S. cerevisiae) 208 0,003001

93716_at Trim46: tripartite motif-containing 46 2285 0,002837

104286_at Slc38a4: solute carrier family 38, member 4 50€ 0,000522

94689 _at Rbm39: RNA binding motif protein 39 137,

102769 f at  Scbd: sterol-C5 (fungal ERG3, delta-5 homolog (S. 84

99027_at Bcl211: BCL2-like 1 411,28

92300_at M3

100539_at Acot7: acyl-CoA thioesterase 7 647,75

102867_at Tead4: TEA domain family member 4 ETFR-2 128,25

94277 _at 12,8

95685_at Wdr74: WD repeat domain 74 467

102425_at  Tlet: transducin-like enhancer of split 1, homolog of Drosophila E(spl) 3875

93486_at FATP1 solute carrier family 27 (fatty acid transporter), member 1 161

92777_at Cyr61: cysteine rich protein 61 946,75

99058_at Hmga2: high mobility group AT-hook 2 1820,7¢

93793_at Lasp1: LIM and SH3 protein 1 1238

104444 _at Ocel1: occludin/ELL domain containing 1 139,7¢

93330_at Agp1: aquaporin 1 315,26

96866_at Avpit: arginine vasopressin-induced 1 173,75

95556_at Mrpl45: mitochondrial ribosomal protein L45 214,25

93285_at Dusp6: dual specificity phosphatase 6 581,28

103232_at Mtap1s: microtubule-associated protein 1S 194.5

96155_at Cdk5rap3: CDKS5 regulatory subunit associated protein 3 262,76

95014_at Fbxo6: F-box protein 6 687

104210_at Itga3: integrin alpha 3 212,75

93100_at Acta2: actin, alpha 2, smooth muscle 3374,

96939 _at Myl9: myosin, light polypeptide 9, regulatory 318,

93541 _at Tagln: transgelin 1099,2¢

101368 at Rhox5: i 5 207328
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Supplementary data 2 Western blot analysis of PyLT expression in selected clones used for
microarrays analysis.

The PyLT row represents the expression levels of PyLT protein in all clones (note that like
the mRNA in Figure 1, PyLT protein in clone NIHLT33 is only detected on long

exposures).
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Supplementary data 3 Necdin induces growth arrest in short term experiment.

Overexpression of Necdin showed growth inhibition in three different experiments (A)
Proliferation curve of NIH and NIHLT cells two weeks after transduction with Necdin or
control vector. (B) Cellular proliferation assessed by colorimetric BrdU ELISA Kit
(ROCHE) in the same population. (C) Proliferation monitored by Wst-1 assays on NIH3T3

cells transiently transfected with Necdin or control vector.
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Supplementary data 4 More effects of Nutlin-3 stimulation

(A) Nutlin-3 stimulation of NIH cells induced an increase in p53 protein levels
accompanied by an increase of its target gene p21 (B) NIH population depleted for Necdin
expression treated with nutlin-3 did not present a variation in growth arrest by FACS
analysis. (C) Increased sensitivity to growth arrest was measured with Wst-1 colorimetric
assay forthe same populations after 48hrs of nutlin-3 treatment. Graph represents
differences between treated and untreated cells normalized according to NIH control. (** P
< 0.01, t-test) (D) Q-PCR for p21 expression upon nutlin-3 stimulation (24hrs) or control
DMSO, in NIH and NIHLT cells overexpressing Necdin or Vector. (E) Protein levels in

NIHLT cells containing shNdn or control 48hrs after nutlin-3 stimulation.
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Supplementary data 5 Nutlin-3 stimulation of NIH and NIHLT population induce Necdin
mRNA in a p53-dependent manner.

(A-B) Necdin was induced in a dose-dependent manner with nutlin-3 treatment in (A) NIH
and (B) NIHLT. (C) Inactivation of p53 by transduction of NIH with GSE22 inhibited
Necdin induction by nutlin-3. Relative expression by Q-PCR analysis according to

GAPDH.
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Abstract

The finite replicative lifespan of cells, termed senescence, has been proposed as a
protective mechanism against the accumulation of mutations over time, which could
contribute to cancer. This is supported by the induction of premature senescence, a process
which is activated when an oncogene is expressed in normal primary cells as well as
following intense genotoxic stresses. Thus, deregulation of genes that control this process,
like the tumor suppressor p53, may contribute to promoting cancer by allowing senescence
bypass. A better understanding of the genes that contribute to the establishment of
senescence is therefore warranted. Necdin interacts with p53 and is also a p53 target gene,
although the importance of Necdin in the p53 response is not clearly understood. In this
study, we first investigated Necdin expression during replicative and premature senescence
in culture. Necdin expression declined during replicative aging of IMR90 cells as well as
during the premature senescence process induced by gamma irradiation and by the
overexpression of oncogenic RasV12. Decrease in Necdin expression seemed to be a
consequence of the establishment of senescence since the depletion of Necdin in human
cells did not induce a senescence-like growth arrest given that they did not present flat
morphology and no SA-B-galactosidase was detected. Similarly, overexpression of Necdin
did not affect life span. However, we demonstrate that in normal human cells, Necdin
expression mimicked the effect of p53 inactivation by increasing radioresistance. This
result suggests that Necdin can attenuate p53 signaling in response to genotoxic stress and
supports our previous results describing an inhibitory function of Necdin over p53-

dependent growth arrest.

Keywords: Necdin, p53, senescence, radioresistance, IMR90
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Introduction

The maintenance of genomic integrity relies on the ability of the p53 tumor
suppressor to arrest the cell cycle thereby allowing correct repair of potentially oncogenic
DNA damage after an insult [1]. This checkpoint is central to prevent the accumulation of
mutations in cells, which could result in carcinogenesis. Another level of protection
preventing carcinogenesis is senescence, a process that also involves p53 [2,3]. Replicative
senescence in human cells results from telomere shortening as a consequence of each cell
division [4]. This naturally occurring process could be related to the aging of mammals as
the accumulation of senescent cells may contribute to reduce tissue functionality and may
affect its morphology [3]. On the other hand, stress-induced senescence also defines a
permanent growth arrest that is triggered by irregular signaling in a cell caused by an
activated oncogene or an unresolved genotoxic stress [5,6,7,8]. Replicative senescence and
stress-induced senescence result from common mechanisms in which the tumor suppressors
Rb and p53 play a central role [9]. Senescent cells remain metabolically active, with a flat
morphology and are characterized by -galactosidase activity [10]. Some effectors of p53
such as the inhibitor cyclin-dependent kinase p21, miR34 and PML are well characterized
for their involvement in this permanent growth arrest [11,12,13]. However, new targets of
p53 are continuously discovered and require extensive characterization to entirely
understand their functions in the p53 pathways that regulate cell cycle, apoptosis and
senescence. Moreover, p53 regulation is complex and remains incompletely understood

[14].

Necdin has been recently identified as a p53 target gene [15,16]. We initially
observed that Necdin is increased in polyomavirus large T-antigen expressing NIH3T3
cells, a mouse model used to unravel early events in carcinogenesis [16]. In this model, the

increase in Necdin results from a p53-independent mechanism suggesting that other
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mechanisms are involved in Necdin transcriptional regulation. Necdin was first described
as a growth suppressor with an Rb-like function by interacting with E2F1 to repress its
function [17,18,19]. However, we demonstrated that NIH3T3 cells could grow efficiently
even with high Necdin expression [16]. The role of Necdin in cancer remains poorly
defined. A decrease in expression is observed in melanomas [20], while pancreatic cancer
presents increased expression through the lost of imprinting in the Necdin gene [21]. We
hypothesized that Necdin expression could be associated with better outcomes, as
suggested by our previous results revealing that Necdin expression is limited to borderline
ovarian cancer [16] and that Necdin is associated with a better prognosis in breast cancer

[22].

Necdin is linked to p53 pathways suggesting that it may impact cancer
development. The initial evidence by Taniura and al. [19], demonstrated a possible
interaction between Necdin and p53. It was also reported that Necdin has the ability to
suppress p53-induced apoptosis [19,23]. We previously showed that Necdin expression
allowed cells to overcome the growth arrest induced by p53 activation [16]. In addition,
Necdin can affect posttranslational modification of p53 by interacting with Sirtl [23]. Sirtl
is a deacetylase [24] and the interaction of Sirtl with Necdin potentiates its capacity to
decrease pS3 acetylation leading to the reduction of p53 activity [23]. Therefore, Necdin
seems to be closely related to p53 since it is a p53 target gene and it can negatively
modulate p53-dependent growth arrest and apoptosis. Its relationship to p53 activity needs
to be further clarified. These observations prompted us to explore the possible impact of
Necdin during senescence, another important role of p53 in preventing cancer. Here we
demonstrate that while Necdin expression levels decline in both replicative and premature
senescence, modulation of its expression does not affect human primary cell life span.
However, high levels of Necdin contribute to an increased radioresistance in primary cells.

Taken together, these observations are consistent with an inhibitory effect of Necdin on the
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p53 pathway and suggest a role for Necdin, under stress conditions, in preventing

senescence induction.

Results

SV40LT antigen does not induce Necdin expression in human fibroblasts

Since Necdin was found to be up-regulated in a mouse model expressing murin
poylomavirus large T antigen (PyLT) [16], it was of interest to determine if the simian
virus large T antigen (SV40LT) counterpart largely used in human cell culture studies also
promoted Necdin induction. SV40LT was transduced in human primary IMR90 fibroblasts
using incremental lentivirus concentration. Efficiency of infection was monitored by
immunofluorescence for large T. Around 65% of cells were infected with the highest titer
used (Figure 1A). At the protein level, no variation in Necdin was observed even with the
highest amount of virus (Figure 1B). The presence of SV40LT in cells is well known to
induce the accumulation of a non-functional p53 as a result of interaction of SV40LT and
p53 [25,26]. Thus, we used this marker as a positive control to demonstrate the efficient
expression of a functional SV40LT in cells. The protein level of p53 was clearly elevated in

cells expressing SV40LT (Figure 1B).

Necdin level decreases with replicative senescence

To investigate the connection between Necdin and cellular senescence, we first
characterized Necdin expression during the normal process of replicative aging of cells in
vitro. Human primary fibroblasts (IMR90) were maintained in culture for various periods
of time thereby generating populations at three different population doubling (PD). Young
(PD30), late passage (PD56) and senescent (PD69) fibroblasts were characterized for
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senescence-associated -galatosidase activity (SA-B-Gal) (Figure 2A and 2B), a biomarker
of senescence [10]. Young and presenescent fibroblasts showed low staining (6% and 20%
respectively) while the older cell culture had up to 70% SA-B-Gal of positive cells (Figure
2B). When these cells were compared at the protein level, a decrease in Necdin expression
that correlated with cellular aging was clearly observed. Necdin was present in young cells,
moderately in later passages and barely detectable in senescent cells (Figure 2C). This
variation was accompanied by a characteristic upregulation of the cell cycle inhibitor
pl6INK4A, which was noticeable in late passage cells and sustained in senescent cells.
There was no difference in p53 levels between the various populations (Figure 2C). These

results revealed that Necdin expression declines when cells reach replicative senescence.

Premature senescence is accompanied by a decrease in Necdin level

To further characterize Necdin expression during senescence, we also followed its
expression in situations where senescence was induced in response to a cellular insult.
Premature senescence is triggered when an oncogene is overexpressed or present in an
activated form in a cell, and represents a fail-safe mechanism to prevent carcinogenesis
[5,27]. This senescence is known as oncogene-induced senescence (OIS). We used a human
activated mutant form of Ras (Ha-RASv12) [28], which induced OIS soon after its
expression in normal human fibroblasts when expressed alone [5]. After transduction of
oncogenic RasV12, cells usually grew for a short period of time before entering into a
permanent growth arrest [29,30]. Different time points were selected after infection to
evaluate protein content during the proliferation stage (day 4) and in senescent cells (day
7). The transduction of RasV12 resulted in high levels of Ras at day 7 compared to control
cells where endogenous Ras was not detected (Figure 3A). However, four days after
infection, the level of Ras was more moderate (Figure 3A). Transduction of RasV12 did not

induce a variation of Necdin during the proliferation stage (day 4), but the Necdin level
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diminished when cells reached senescence one week after infection (Figure 3A). As
expected, pl6INK4A levels gradually increased from day 4 in RasV12 expressing cells
compared to control. PCNA was included as a readout of the proliferative capacity of the
different populations and showed a marked decrease consistent with growth arrest at day 7

in the RasV12-transduced population.

Another method to induce premature senescence in human normal cells is exposure
to stresses causing persistent DNA damages [7]. In order to induce stress-induced
premature senescence (SIPS), cells were exposed to gamma irradiation. Cells that were
irradiated at 20Gy progressively entered a senescence state, which was marked by an
increase in pl6INK4A expression over time (Figure 3B). This increase in pl6INK4A was
accompanied by a decrease in Necdin protein levels (Figure 3B). Finally, we evaluated
whether the decrease in Necdin levels observed with senescence was also seen in transient
growth arrest. Cells were subjected to serum starvation for either 24 or 48 hours, which
induced a cell cycle arrest in G1 as confirmed by DNA content (Figure 3C). Western blot
analysis revealed a constant level of Necdin protein during this transient growth arrest

(Figure 3D).

Thus, during both oncogene-induced (RasV12) and stress-induced (irradiation)
senescence, Necdin levels decreased with the establishment of senescence. The decrease in
Necdin expression is specific to permanent growth arrest since serum depletion did not

generate the same effect.

Modulation of Necdin does not affect replicative aging

These results raised the possibility that Necdin may have an inhibitory effect on
senescence or that the decrease in Necdin may be a consequence of senescence. Thus, it

was of interest to determine if sustained Necdin expression could allow cells to extend their
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proliferative lifespan. Lentiviruses were used to deliver human Necdin ¢cDNA in IMR90
cells. Because we previously observed a short-term growth inhibition with Necdin
expression in the mouse NIH3T3 immortal cell line [16], we used an inducible system to
express Necdin in IMR90 expressing the tetracycline repressor (IMRtetR). This inducible
system allowed us to assess the impact of Necdin expression upon induction after an
extended period of selection due to the low titer of viruses produced from Necdin cDNA.
Population doublings were followed until cells naturally reached replicative senescence.
Upon induction by doxycycline, a more stable analogue of tetracycline, we did not observe
any effect of Necdin overexpression on the growth rate of IMR90 cells (Figure 4A).
Moreover, cells expressing Necdin did not present an extended life span compared to vector
expressing control as both populations arrested after the same number of population
doubling (Figure 4A). Neither proliferation nor life span was affected by the presence of
doxycycline (Figure 4A and 4B). Induction of Necdin expression by doxycycline was
monitored at different time points. As presented in Figure 4C, ectopic expression of Necdin
was maintained even when cells are arrested although with a lower efficiency than seen in

early passages.

Inversely, we also analyzed the effect of decreasing Necdin expression in IMR90
cells. Protein level analysis confirmed a significant reduction in Necdin by using two
distinct shRNA delivered by lentiviruses (Figure SA). A vector containing shRNA against
GFP served as negative control and the oncogene RasV12 served as positive control for
premature senescence (Figure 5A). Elevation of p16 was visible in RasV12 expressing cells
at 7 and 14 days after infection as well as a modest increase in one of the two populations
where shNdn were expressed (Figure 5A). However, expression of RasV12 did induce
premature senescence phenotype as showed by flat morphology and determined by SA-f-
galactosidase staining but neither of the shRNA population presented these characteristics
(Figure 5B). Quantification of SA-B-gal staining revealed that a significant portion of cells
was positive with RasV12 expression (more than 50%) compared to control shGFP (13%)

and cells expressing shNDN showed a decrease in SA-B-galactosidase staining (3% and
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8%) compared to negative control shGFP (Figure 5C). These results suggested that, under
normal conditions, variations in Necdin expression did not affect the cellular proliferation

or the life span of normal human cells.

Necdin overexpression provides radio-resistance in human normal cells

Although Necdin did not appear to affect senescence in normal conditions despite
its involvement in Rb-E2F1 and p53 pathways, it was of interest to determine if Necdin
expression could modify the cellular response to stress-induced senescence. To characterize
the effect of Necdin modulation under stress conditions, cells where Necdin was
overexpressed or targeted by shRNA were irradiated with a dose of 2Gy to induce DNA
damage. Under these conditions, DNA double-strand breaks (DSBs) are induced in all
nuclei [31]. A single-cell colony formation assay after irradiation revealed the proliferative
survival potential of each population. As a control, a negative dominant peptide suppressor
of p53 activity (GSE22) was expressed [32,33] since p53 inactivation in normal cells can
result in radioresistance [8]. Colony quantification showed an increase in proliferation
efficiency when p53 was inactivated with 25% of proliferative survival compared to only
12% in control cells (Figure 6A). Similarly, expression of Necdin resulted in 20% of
proliferating colonies suggesting a similar effect to p53 inactivation (Figure 6A). No
significant variation was observed when Necdin expression was deplete by shRNA (shGFP
6%, shNdn 6% and 8%). These data suggest that Necdin overexpression in human cells
increase their resistance to irradiation thus supporting the possible inhibitory activity of

Necdin over p53 function.
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Discussion

We recently demonstrated that mouse Necdin can be induce by a viral oncoprotein
and can repress p53 induced cell cycle arrest [16]. As our first model was based on the
expression of the murine polyomavirus large T antigen protein (PyLT) in mouse cells, we
were interested to verify whether Necdin effects observed in this model could be translated
to a relevant human model system. The simian homolog of PyLT, SV40LT, is widely used
as a tool to study senescence or carcinogenesis. For this reason, it is important to
characterize further potential effects of its expression on cells. A well known property of
SV40LT is its ability to extend the life span of primary human fibroblasts by inactivating
both Rb and p53 to allow senescence bypass [9,34]. Moreover, gene modulation by viral
oncogene expression may also contribute to the maintenance of a proliferative state
necessary for the bypass of senescence. In this study, we did not observe an increase in
Necdin expression by SV40LT in the human primary cell system. Necdin levels were only
evaluated in young SV40LT-expressing fibroblasts although it is possible that cells
reaching senescence bypass possess different Necdin levels. However, these results do not

preclude a role for Necdin in senescence in normal primary human cells.

Necdin expression decrease as a marker of senescence

Replicative senescence marks the end of the proliferative state in cells when
telomeres reach a critical length [4]. This mechanism is relevant in limiting aberrant
proliferation and prevents cancer [35]. By comparing IMR90 cells at high or low
population doublings, we demonstrate a reduction of the Necdin protein levels over time,
while p16 increases which is the mark of an irreversible arrest [36,37]. Lee and al. [38]
identified Necdin among the gene expression profiles in skeletal muscle of aging mice,

where Necdin levels decrease with age. In contrast, Necdin was upregulated upon caloric
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restriction, a process that retards aging in mice [38]. Our result confirmed that the
decreased Necdin levels seen in aged mouse skeletal muscle can be reproduced with normal
human fibroblasts in culture. The decrease in Necdin expression was also consistently
observed in telomere-independent premature senescence induced by irradiation. It was also
observed, but to a much lower extent, in premature senescence resulting from the
expression of the activated oncogenic Ras (RasV12). Although this observation of Necdin
protein level reduction was weak, another group has independently reported that Necdin
mRNA was part of the list of downregulated genes following Ras-induced senescence [30],

supporting our general finding that Necdin is downregulated during cellular senescence.

In contrast to senescence, cellular quiescence is a reversible cell cycle arrest since
cells may re-enter the cell cycle when the restriction is removed [32,36]. Interestingly, in a
transient G1 arrest, Necdin remained expressed, suggesting that the decrease in Necdin is
limited to permanent growth arrest and may be a marker of senescent cells. Necdin levels in
other primary cells needs to be analyzed since the molecular signature at senescence largely

depends on cell types [39].

Many genes involved in cell cycle progression show altered expression in senescent
cells as both proliferation-promoting proteins and their negative regulators decrease when
human fibroblasts reach senescence, as exemplified by Rb and E2F1 [30,40]. Necdin
interacts with E2F1, E2F4 and also affects expression of the Rb family of genes [41].
Necdin seems to follow the same pattern of repression. One interpretation of these findings
is that Necdin may affect cellular senescence. To test this hypothesis, ectopic expression of
Necdin was used. We found that overexpression of Necdin did not extend the replicative
life span of primary human fibroblasts. Moreover, the sustained expression of Necdin over
time in this experiment suggested that the complete elimination of Necdin expression is not

essential for senescence to occur.
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There are various examples in the literature where proteins, possessing properties
similar to Necdin, can induce premature senescence when depleted in IMR90 cells. The
knock down of BS69 and p400, also known to interact with viral proteins, induced a
premature senescence characterized by p21 and p53 upregulation [42,43]. BS69 and p400,
like Necdin, can form a complex with p53 at the p21 promoter to repress transcription
[19,43], although it is not known if Necdin is part of the same complex. Moreover Sirtl, a
partner of Necdin [23], can increase the risk of cancer due to its capacity to downregulate
p53 activity by deacetylating this tumor suppressor [24,44,45]. Sirt]l depletion also induces
a senescence-like phenotype in IMR90 cells [46]. From these data, we expected that knock
down of endogenous Necdin by shRNA might also induce premature senescence resulting
from p53 activation and p21 de-repression. However, shNDN-directed loss of Necdin
expression did not induce premature senescence in IMRO90 cells. Under non-stress
conditions, a complementary protein may contribute to maintaining Necdin function in its
absence. As an example, other members of the MAGE family like NDNL2, also known as
MAGE-G1, [47], are expressed in a wide variety of tissues including fibroblasts [48] and

shares many functions with Necdin.

Necdin is a maternally imprinted gene and its promoter contains many CpQG sites for
methylation regulation [49]. Consistent with this, the inhibition of DNA methyltransferase
(DNMT) by 5-aza-2'-deoxycytidine (5AZA-dC) has been shown to induce Necdin
expression in some cancerous cell lines [50]. During senescence establishment, epigenetic
changes occur inducing important chromatin structure modifications; some at specific sites
while other reflect a more global change. Global DNA methylation status decreases with
aging by comparison to young counterparts and immortalized cells [51,52]. A specialized
redistribution in chromatin heterochromatin, called senescence-associated heterochromatic
foci (SAHF), is also associated with aging [29]. The mechanism is only partially
understood; the genomic loci affected by this structure often contain proliferation-

promoting genes such as E2F1 target genes [29]. Moreover, SAHF are not observed in
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quiescent cells. It is possible that the decrease in Necdin levels during aging could be the

result of hypermethylation of specific sites.

Necdin expression confers resistance to ionizing irradiation.

Necdin expression can exert an effect on normal cells as an increase in Necdin level
confers resistance to ionizing radiation. At the employed dose, DNA double-strand breaks
were induced in all cells and the physiological response is the induction of a p53 response.
Thus, these damages caused cell cycle arrest and need to be repaired before cells can
resume proliferation. When damages cannot be properly repaired, apoptosis or senescence
are the two possible cellular outcomes. Consequently, we observed that cells unable to form
colonies showed enlarged and flat morphology of senescent cells in all populations tested
(data not shown). This is expected for normal fibroblasts that are relatively resistant to
apoptosis upon irradiation [53]. Apoptosis was probably also induced to a low level but

could not be monitored due to the low cell densities used in these experiments.

An appropriate response to genotoxic stress is based on the capacity to: a) sense the
damage, b) activate the cell cycle checkpoint and ¢) repair the damage [54]. Two principal
conditions may explain an increase in resistance to irradiation in a normal cell. First, an
enhanced ability to repair the DNA damage could promote survival. Second, a failure in the
activation in cell cycle checkpoint will contribute to the maintenance of cells in a
proliferative state despite the presence of a genotoxic stress. This could result from
inefficient sensing upstream of the p53 pathways or by a reduction in p53 downstream
signaling. This is what was reproduced with the positive control expressing a peptide
inhibitor of p53 (GSE22) resulting in a marked increase in colony formation consistent with
the notion that a decrease in p53 function increases resistance to irradiation. We and others
have shown previously that Necdin can interfere with p53-response [16,19,23]. These data

suggest that increased radioresistance associated with Necdin may be related to its ability to
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directly influence the p53-response. Necdin may also confer radioresistance by inhibiting
radiation-induced apoptosis since Necdin can negatively modulate caspases activation upon
genotoxic stress [55,56]. Further evidence supporting Necdin’s ability to contribute to
radioresistance is a microarray analysis of the gene expression profiles produced by
radiosensitive and radioresistant esophageal carcinoma cell lines. In this study, Necdin
expression was higher in radioresistant cells [57] which is consistent with the observation

of the present study.

Conclusion

The results of the present study show that Necdin function is revealed only under stress

conditions. In non-stress conditions, Necdin has no effect on normal cellular life span.
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Cell culture

Low passage IMR90 normal human fibroblasts [58] were a generous gift from Dr.

Christian Beausejour (Centre de recherche du CHU Ste-Justine, Montreal). Primary cells
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were kept at 370C under 5% CO2 and low O2 condition (5%) and were maintained in
Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM) supplemented with 10% FBS. The number of
living cells was determined using the CASY® cell counter model TT. Proliferation of
IMRO0 cells was assessed by population doubling according to the following formula: last

PD + (Log (final cell number) - Log (initial cell plated) x 3.32).

Vectors and infection

All constructs for lentivirus production were derived from a previously described
expression system [59]. The human NDN gene was excised from pOBT7 containing full
length human NDN (Open Biosystems, MHS1011-61084) and inserted in the 686-1 vector
(pENTR4 no ccdB, Addgene number 17424). Recombination of this construct was
performed with the destination expression vectors 685-3 or 670-1 (pLenti CMV/TO Neo
DEST and pLenti CMV/TO Puro DEST: Addgene number 17292 and 17293) using the
Gateway LR Clonase® enzyme mix (Invitrogen). Control vector was generated by
recombination of the empty pENTR4 no ccdB with the same destination vectors. SV40LT
and GSE22 (encoding an interfering p53 fragment) have been previously described [60]. H-
RasV12 in 685-3 vector was a gift from Christopher Wiley (from J. Campisi’s lab).
pLKO.1 lentiviral shRNA vectors targeting human NDN gene were purchased from Open
biosystems: shNdnl (TRCN0000020085), shNdn2 (TRCN0000020086). shGFP

(RHS4459) in the same backbone was used as a control.

Lentiviruses were produced by co-transfection of the different pLenti contructs
together with ViraPower Lentiviral Packaging Mix (Invitrogen) in the 293FT packaging
cell line. 72 hrs later, supernatants were collected and viruses were concentrated by
ultracentrifugation. Infections were performed on 5-7.5 x 105 cells overnight in the
presence of polybrene. Appropriate selection was applied 48 hrs later except for the

SV40LT-containing vector, which did not include a selection gene. IMR90 cells expressing
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the tetracycline repressor (TetR) were generated by infection with lentiviruses containing

the 716-1 vector (pLenti-CMVtetR Blast, Addgene #17492).

Senescence

Senescent IMR90 cells were generated by irradiating cells at 20 Gy in a Gammacell
irradiator. Cell extracts were harvested at indicated times for western blot analysis. For
oncogene-induced senescence, IMR90 cells were infected with oncogenic RasV12
containing lentivirus. Senescence was assessed by senescence-associated B-galactosidase
(SA-B-gal) staining [10] using a Senescence Detection Kit (BioVision) in 6-well or 12-well
culture plates according to manufacturer’s instruction. Cells were plated 24 hrs before

staining.

Growth arrest and FACS

For serum starvation, cells were washed 24 hrs after plating and medium was
replaced by DMEM containing 0.1% FBS. After 24 hrs of exposure to low or normal serum
conditions, cells were collected, fixed with ethanol and stained with propidium iodide.

DNA content analysis was performed using a Coulter EPICS XL-MLC Flow Cytometer.

Western blotting

Cells were lysed with a buffer containing 50 mM Tris HCL, pH 7.4, 150 mM NaCl,
1 mM EDTA, 1% TRITON™ X-100 and protease inhibitors (Complete Protease Inhibitor
cocktail Tablets, Roche). Western blot analyses were done on nitrocellulose membranes
hybridized with various antibodies: from Santa Cruz p53 (DO-1, sc-126), H-Ras (F-235, sc-
29), pl6 (JC-8, sc-56330), PCNA (FL-261, sc-7907), SV40 Large T (Pab101, sc-147), from
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Millipore (Upstate) Necdin (07-565) and from Abcam B-actin (AC-15, ab6276). Secondary

HRP-conjugated antibodies were all purchased from Santa Cruz.

Immunofluorescence

Cells were fixed with formalin, permeabilized with 0.1% triton in PBS and blocked
with 4% donkey serum in 1% IgG free BSA. Primary antibody was diluted in PBS
containing 1% BSA. Texas Red and FITC conjugated donkey secondary antibodies

(Jackson Immunoresearch) were used.

Colony formation assay

For stress-induced senescence analysis, we first transduced IMR90 cells containing
the tetracycline repressor (IMRtetR) with the vector of interest (empty vector and hNdn)
and IMRO0 cells with GSE22 or shRNA (shNdnl, shNdn2 and shGFP). After an
appropriate period of selection, cells were exposed to irradiation. For each population, 100
untreated cells were seeded to determine plating efficiency. 1.6x103 cells and 2x105 cells
irradiated with a dose of 2 Gy and 8 Gy respectively were plated in 100 mm or 150 mm
dishes. All conditions were performed in triplicate. Medium was replaced every third day
and cells were stained after 12 days with a crystal violet solution. Percentage of colonies
was determined by the following formula: number of colonies in irradiated cells / (number
of colony in untreated cells x dilution factor). Since Necdin expression was inducible, we
chose to maintain all populations in this experiment in medium containing doxycycline to

avoid variation.
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Figure 1 Expression of SV40LT did not induce variation in Necdin levels
(A) Immunofluorescence on IMR90 infected with lentiviruses that drive SV40LT
expression (at a concentration of 4x). (B) Necdin and p53 protein expression in IMR90

expressing simian SV40LT infected with increasing titers of lentiviruses.
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Figure 2 Necdin levels decrease in aging primary cells.

(A) Representative picture of senescence associated -Galactosidase staining of IMR90 at
early passage (PD30), late passage (PD56) and senescent (PD69) IMR90 cells. (B)
Quantification of senescent cells represented by average of SA-B-Gal positive cells. Error
bars represent standard deviation of counts performed in six different fields. (C) Western
blot analysis of protein content from IMR90 cells at corresponding population doubling.
All extracts were collected the same day from the three different populations (P < 0.01, t-

test).
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Figure 3 Premature senescence is characterized by Necdin downregulation.

(A) Oncogene-induced senescence caused by RasV12 transduction of IMR90. Protein
extracts were collected at the proliferation stage (day 4) and senescence (7 days after
infection) (B) Stress-induced senescence was generated by irradiation of IMR90 with 20
Gy. Western blot analysis revealed protein modulation over time. (C) Flow cytometry
analysis of IRMO90 after 24 hrs of serum starvation (0.1% FBS) or in normal culture

conditions (10% FBS). (D) Protein content of cells in normal or low serum conditions.
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Figure 4 Necdin modulation does not affect life span.

Cumulative population doubling of an IMR90tetR population expressing inducible Necdin
or empty vector (A) with or (B) without doxycycline induction (arrow in A indicates the
time where induction begins). (C) Protein extracts at two different time points.

Representative results of three independent experiments.
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Figure 5 Depletion of Necdin expression does not induce premature senescence.

(A) Protein expression level in IMR90 cells depleted in Necdin expression by shRNA.
Overexpression of RasV12 served as a positive control in this experiment. (B) Senescence
associated B-Galactosidase staining 14 days after lentiviral infection. (C) Quantification of
senescent cells represented by average of SA-B-Gal positive cells. Mean of six different

fields + standard deviation.
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Figure 6 Necdin overexpression confers radioresistance.

Colony formation assay in human fibroblasts exposed to 2Gy of ionizing irradiation.
Percentage of recovery was evaluated 12 days after irradiation in (A) IMR90tetR
overexpressing human Necdin, empty vector and GSE22 or (B) IMR90 where Necdin

expression was targeted by two different sShRNAs compared to control shGFP. Mean =+
standard deviation. (*P = 0.02, ** P<0.01, t-test)
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CHAPITRE V

5 Discussion

L’utilisation de I’antigéne grand T du Polyomavirus murin comme outil pour mettre
en lumiére des événements précoces de la carcinogenése a fait ces preuves précédemment
dans le laboratoire tant dans des modéles de souris transgéniques que dans des lignées
cellulaires. Dans un premier temps, la création de souris transgéniques a permis de
confirmer la capacité de PyLT a provoquer le développement de tumeur [231,232].
L’¢étude de lignées cellulaires dérivées des souris transgéniques exprimant PyLT a permis la
découverte d’un nouvel ADN complémentaire surexprimé dans les tumeurs testiculaires de
ces souris qui a ét¢ nommé TDE (pour Tumor differentially express) [293]. Plus tard,
I’homologue humain de TDE (HTDE) a été identifi¢ par notre laboratoire et son potentiel
transformant a été décrit [294,295]. En plus de I’augmentation de TDE, 1’¢tude des lignées
dérivées des souris transgéniques a révélé la diminution du récepteur de mort cellulaire
FasR dans le processus de transformation par PyLT [234]. Ce résultat a orienté les travaux
suivant vers I’étude des mécanismes de contournement de I’apoptose relié a 1’antigéne
grand T [235]. Les travaux regroupés dans cette thése constituent la continuité de la
recherche d’événements reliés a ’initiation de la carcinogénése par I’étude de 1’antigéne
grand T du virus du polyome murin. L’approche employée, soit 1’utilisation de I’analyse
du profil d’expression génétique de cellules exprimant PyLT, nous a permis d’identifier un
groupe de genes d’intéréts pouvant potentiellement contribuer a la carcinogénése. Nous
avons choisi d’étudier plus en détail Necdin dont I’expression est augmentée par la
présence de PyLT (Chapitre III). L’intérét pour Necdin découle des différentes fonctions
recensées dans la littérature qui suggerent que Necdin posséde des fonctions tant
suppresseurs de tumeur que oncogéniques. De plus, encore peu d’intérét est porté sur

Necdin concernant son réle potentiel dans le cancer.
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5.1 Quelle est ’importance de Necdin pour le Polyomavirus?

Au cours de nos travaux, PyLT a été notre outil pour nous aider a comprendre les
différentes étapes de la carcinogénése, mais il ne faut pas perdre de vue la nature de cette
protéine qui appartient au Virus du polyome murin. Il est donc important de se pencher sur
le réle potentiel que pourrait avoir Necdin tout au long de I’infection virale. Puisque nous
ne travaillons pas avec le virus entier, nous n’avons pas ét¢ en mesure de démontrer si
I’augmentation de I’expression de Necdin visible par la simple expression de PyLT est
aussi notable en présence de toutes les composantes du virus. Il a ét¢ montré que cette
augmentation peut étre associée a d’autres protéines virales homologues soit SV40LT dans
un mod¢le de souris transgénique [289], de méme que par la présence de E6 et E7 dans des
fibroblastes humains immortalisés [84]. Toutefois, I’expression de SV4AOLT dans de jeunes
fibroblastes humains primaires ne semble pas entrainer de variation du niveau de Necdin
(Chapitre IV). 1l est possible que I’augmentation de Necdin soit spécifique aux cellules de
souris et aux cellules humaines immortalisées, cependant nous n’avons pas abordé cette
question. Néanmoins, la modulation de Necdin pourrait faire partie, a tout le moins dans le
cas du Polyomavirus murin, d’un mécanisme mis en place pour contrecarrer des fonctions

cellulaires nuisibles au cycle viral.

Lors du processus normal d’infection, PyLT est exprimé immédiatement apres
I’entrée du virus dans la cellule. Selon le profil que nous avons obtenu dans différents
clones de NIH 3T3 exprimant PyLT, une augmentation de Necdin devrait accompagner
I’augmentation croissante de PyLT dans le temps de facon proportionnelle (Chapitre III).
Bien que nous n’ayons pas suivi la cinétique d’apparition de Necdin dans le temps, nous
avons observé une augmentation visible en 48 heures. Nos résultats montrent aussi que la
surexpression de Necdin entraine un arrét de la prolifération dans des essais a court terme
avec la lignée cellulaire de souris NITH 3T3 qui expriment ou non PyLT. A premiére vue,

ce résultat est incompatible avec la réplication virale puisque le cycle du virus se compléte
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dans un lapse de temps relativement court, soit de 48 a 72 heures, et nécessite que la cellule
héte se divise [166]. Toutefois, lorsque Necdin est surexprimé dans des cellules primaires
humaines, aucun arrét de la prolifération n’est observé. Pour le moment, 1’effet de la
modulation de Necdin sur les cellules primaires de souris demeure inconnu, et il est
probable qu’aucun arrét ne se produise dans ces cellules tout comme dans les cellules
humaines. Il est aussi concevable que I’expression de Necdin atteigne un niveau suffisant
pour provoquer 1’arrét de la prolifération seulement au moment ou la réplication du génome

virale est complétée ce qui alors n’affecterait pas la production de particule virale.

Plusieurs facteurs nucléaires interagissent avec I’ADN du Polyomavirus pour
contrdler I’expression des geénes précoces et tardifs de méme que pour en permettre la
réplication [296]. En particulier, le facteur de transcription Spl sert au contrdle de la
transcription des genes précoces chez les Polyomavirus [297,298,299]. Necdin possede la
capacité de réprimer la transcription de certains génes de facon dépendante de la présence
de Spl [261]. Ainsi, la présence de Spl lié a ’ADN viral pourrait permettre a Necdin de
jouer un role inhibiteur sur la transcription des génes précoces du virus. Ceci est en accord
avec l’augmentation graduelle de la quantité de Necdin a mesure que PyLT augmente
jusqu’au niveau critique ou PyLT opére la transition du transcrit précoce au tardif, ce qui

pourrait donc se faire avec 1’aide de Necdin.

Nous avons déterminé que le domaine en doigt de zinc situé dans la partie carboxy-
terminale de PyLT est responsable de la modulation de I’expression de Necdin.
L’implication de ce domaine nous révele que Necdin n’est pas nécessaire a la capacité
d’immortalisation de PyLT puisque la délétion de cette région n’affecte pas cette fonction
[300,301]. D’autres études sur différents mutants de PyLT ont démontré que ce domaine
¢tait absolument nécessaire a la réplication de I’ADN virale et ainsi a la production de
particules virales [208]. Toutefois, les connaissances sur le domaine en doigt de zinc
demeurent limitées et ne nous permettent pas d’identifier le mécanisme menant a la

régulation de Necdin. L’indépendance de la liaison a Rb pour la modulation de Necdin
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rappelle toutefois I’importance de d’autres domaines de PyL T qui sont souvent négligés et

qui peuvent également moduler efficacement des composantes cellulaires.

De plus, il a été démontré que lors de ’infection lytique par le virus du polyome, le
niveau de p53 s’¢leve et ses genes cibles p21 et Bax sont augmentés [302]. La cause de
cette augmentation de p53 dans la cellule pourrait étre la structure de la boucle d’initiation
de la réplication de ’ADN du virus qui mime en quelques sortes un dommage a ’ADN
[302]. Ceci est démontré par la phosphorylation de la sérine 18 de p53 (correspondant a la
serine 15 chez I’humain) qui est un site li¢ a la réponse a ce type de dommage [302]. Nous
avons montré que Necdin est un géne cible de p53 et qu’il pouvait aussi étre augmenté
lorsque des dommages a I’ADN sont produits dans notre modele cellulaire par des agents
tels que I’actinomycine D et la campothecine (Chapitre III). Cette réponse physiologique
pourrait donc aussi étre engendrée par la présence du virus dans la cellule. Toutefois,
puisque a la fois p53 et PyLT peuvent induire I’expression de Necdin suite a I’infection, le
niveau de Necdin obtenu sera supérieur a celui attendu de 1’activation de p53 a lui seul. Il
est possible que le niveau de Necdin soit suffisamment élevé dans ces cellules pour limiter
I’activation des geénes cibles de p53 qui, en absence de Necdin causerait plus rapidement
I’arrét tel que le suggere le résultat montrant un délai dans ’arrét du cycle cellulaire en
présence de Necdin (Chapitre III). Il n’est pas exclu que Necdin empéche également

I’apoptose prématurée des cellules infectées.

Ces informations nous permettent de proposer un modéle potentiel de la modulation
de I’expression de Necdin au cours de I’infection d’une cellule par le Polyomavirus murin
(Figure 11, page 140), dans lequel I’expression du transcrit précoce contenant PyLT
entraine une augmentation du niveau de Necdin comme premier événement. Ensuite, la
réplication de I’ADN virale cause une activation de p53 ce qui augmente davantage le
niveau de Necdin. La quantité de Necdin résultant de ’effet combiné de PyLT et p53 sur

son expression permettra de dépasser le seuil d’une réponse normale. La modulation de
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Necdin aura pour effet d’atténuer I’activité de p53 le temps nécessaire pour terminer la

réplication de I’ADN.

Puisque SV40LT inhibe efficacement p53 par une interaction directe,
I’augmentation de Necdin n’est peut-Etre pas nécessaire dans le contexte de I’infection par
SV40, ce qui est en accord avec 1’absence de modulation de Necdin par SV40LT dans les
fibroblastes humains. SV40LT semble posséder le domaine fonctionnel pour moduler
Necdin puisque tous les antigénes grand T possedent des motifs communs et une séquence
relativement conservée dans le domaine en doigt de zinc [163], mais surtout parce que
I’expression de SV40LT est accompagnée d’une augmentation de Necdin dans un mode¢le
de souris transgéniques [289]. On peut supposer que SV40LT n’a peut-étre pas évolué de
la méme fagon que PyLT pour induire de fagon efficace 1’expression de Necdin qui est plus
important pour ce dernier. L’utilisation d’un mutant de SV40LT déficient dans sa capacité
a lier p53 nous aurait permis d’aborder cette question puisque 1’impact de SV40LT muté

dans la cellule serait alors plus proche de celui observé avec PyLT qui ne lie pas p53.

Figure 11 Modele proposé Niveau de Necdin

représentant la variation du niveau oS3
de Necdin au cours de I’infection

par le virus du polyome murin

Infection  Réplication Assemblage Sortie
De FADN des virus

5.2 Necdin dans la carcinogenése

Nos résultats nous permettent de suggérer un modele qui se rapporte a I’expression de
Necdin au cours de la carcinogénese (Figure 14, page 155) assez similaire a celui proposé

en réponse a 'infection par le Polyomavirus. Dans un premier temps, I'introduction de
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I’oncoprotéine virale PyLT dans les NIH 3T3 amene différentes perturbations parmi

lesquelles se retrouve I’augmentation de Necdin.

5.2.1 Les événements entrainant la modulation de DI’expression de

Necdin.

L’un des points d’intérét pour la poursuite de ce projet est 1’élucidation du
mécanisme qui provoque la modulation de Necdin de fagon p53-indépendente. Ceci est
d’intérét d’une part pour mieux définir la fonction du domaine en doigt de zinc de PyLT du
Polyomavirus murin qui est responsable de la modulation de Necdin dans notre mod¢le.
Toutefois, le principal intérét réside dans la compréhension des perturbations cellulaires, en

absence de PyLT, qui peuvent mener a une augmentation inhabituelle de Necdin.

En plus du facteur de transcription LMO4 mentionné en discussion du chapitre III
dont I’expression est augmenté par PyLT (2X, p = 0.007), d’autres mécanismes de
régulation pourraient contribuer a I’augmentation de I’expression de Necdin. Parmi les
facteurs reconnus pour agir sur I’expression de Necdin, on retrouve ’acide rétinoique qui a
permis la découverte de Necdin. Les cellules de la lignée cellulaire P19 se différencient en
neurones lorsque exposées a 1’acide rétinoique et présentent une augmentation du niveau de
Necdin au cours de ce processus [242]. Le lien direct entre Necdin et 1’acide rétinoique
n’est toutefois pas démontré. Deux autres facteurs qui agissent négativement cette fois sur
I’expression de Necdin sont aussi connus : le récepteur de 1’hormone thyroidienne dans sa

forme liée a I’hormone [303] et le facteur de transcription CREB [247].

De plus, une diminution du niveau de méthylation du promoteur de Necdin peut
aussi entrainer une augmentation de son expression puisque 1’'un des alléles de Necdin
contient une empreinte maternelle. La perte de cette empreinte génique (LOI) au

promoteur de Necdin est d’ailleurs un événement épigénétique qui est rapporté dans le
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cancer du pancréas [284]. L’implication de ce mécanisme de régulation est aussi appuyé
par I’induction de Necdin lorsque certaines cellules cancéreuses sont traitées avec le 5-aza-
2'-deoxycytidine (SAZA-dC), un agent démethylant qui agit comme inhibiteur des DNA
methyltransferases (DNMT) [304]. Paradoxalement, dans notre modele de NIH3T3
exprimant PyLT, le niveau de Dnmtl augmentent (1.6X, p = 0.0001) tout comme c’est le
cas avec d’autres protéines virales [305,306,307]. Si on peut exclure I’implication de
Dmntl, il est possible que d’autres protéines soient responsables de modifications

épigénétiques dans notre modele.

Vu la diversité¢ des différentes protéines pouvant intervenir directement ou
indirectement sur I’expression de Necdin, certains de ces facteurs agissent sans doute de
facon contexte cellulaire spécifique. L’analyse par biopuce a ADN réalisée sur notre
modele cellulaire informe sur la variation au niveau transcriptionnel de ces différents
candidats dans les NIH 3T3 et révele une différence significative seulement dans le cas de
LMO4. Toutefois, ces candidats ne doivent pas étre écartés puisqu’il est possible qu’ils
soient pertinents dans d’autres contextes cellulaires. De plus, tous les facteurs recensés ici
agissent en complexe avec d’autres protéines ou récepteurs. La disponibilité de ces
partenaires peut étre affectée soit par des modifications post-traductionnelles ou la présence
de compétiteurs par exemple. Ainsi, une analyse plus poussée est nécessaire pour
déterminer lequel de ces facteurs est impliqué dans la modulation de Necdin que nous

avons observée.

5.2.2 Un niveau ¢élevé de Necdin affecte la réponse anti-tumorale.

Bien que la premiere réponse de la cellule a une augmentation importante de Necdin
semble étre un arrét de la prolifération dans les fibroblastes de souris, une population
exprimant un haut niveau de Necdin émerge rapidement et prolifére au méme rythme que la
population parentale (Chapitre III). La méme sélection s’opere dans les NIH 3T3 contenant

PyLT puisque malgré que I’expression de Necdin ne soit pas nécessaire a la survie des
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cellules qui expriment PyLT, les clones et la population dérivés conservent son expression.
L’apparition de ces populations suggeére que I’expression de Necdin n’est pas
complétement nuisible pour la cellule. Nous ne pouvons toutefois pas établir a ce moment
si ’expression de Necdin procure un certain avantage aux cellules qui I’expriment en
condition normale de prolifération. Dans notre modele de carcinogéneése, la présence de
Necdin constitue cependant une adaptation qui procure un avantage aux cellules et ceci en

interférant avec I’activité de p53 selon nos résultats.

En effet, 1’utilisation du modele

cellulaire murin nous a permis de positionner

Necdin dans la voie de signalisation de p53 et Arrét du cycle
) ) ) cellulaire

d’établir qu’une surexpression de Necdin peut Apoptose

avoir des conséquences directes sur I’arrét du P53 Sénescence

cycle cellulaire en condition de stress (Figure

12, page 143). Nos résultats suggerent que Figure 12 La boucle d’autorégulation
Necdin constitue un régulateur négatif de la négative p33-Necdin
voie de signalisation de p53 d’une part par une
variation de la sensibilité a I’arrét du cycle cellulaire en fonction de la présence et de
I’absence de Necdin que nous avons observée (Chapitre III). Nous n’avons pas adressé
I’impact de Necdin sur la fonction apoptotique de p53 puisque son effet inhibiteur a déja
été décrit par d’autres groupes. Necdin contribue a la résistance a ’apoptose de cellules
neuronales traitées avec du peroxide d’hydrogéne et la camptothecine, deux composées qui
induisent une apoptose suite a 1’activation de p53 [259]. Necdin permet également la
résistance des cellules U20S a la mort induite par la surexpression de p53 [254]. Ces
résultats appuient I’effet négatif de Necdin sur la voie de p53 que nous proposons. De plus,
nous avons confirmé les résultats de Liu et al. [308] proposant que Necdin soit un géne
cible de p53. Les mécanismes d’autorégulation en boucle négative de p53 sont importants
dans une cellule pour le maintient d’un équilibre en empéchant une réponse excessive. Par

contre, la perturbation de ces mécanismes de régulation négative va entralner une
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diminution de I’activité de p53 ce qui aura un impact sur le bon fonctionnement de ce point

de controle.

Le deuxiéme volet de notre étude a été entrepris dans le but d’élargir la
compréhension de ’effet de Necdin sur une autre fonction importante de p53, soit la
sénescence (Chapitre IV). Pour ce faire, la transition d’une lignée cellulaire immortalisée a
des cellules primaires était nécessaire. Nous avons favorisé 1’utilisation de cellules
primaires humaines a celles de souris en raison des différences qu’il existe entre les deux
espeéces quant aux €vénements nécessaires a la transformation (résumé a la section 1.1.3.2
en introduction). Pour nous rapprocher du contexte humain, nous avons donc adopté
comme modele cellulaire les IMR90, qui sont des fibroblastes normaux de poumon
humain. L’usage des IMR90 nous a permis de renforcer I’hypothése définissant Necdin
comme un régulateur négatif de p53. L’effet de Necdin sur p53 dans les cellules humaines
est suggéré par I’augmentation de la résistance aux dommages a ’ADN causés par des
radiations ionisantes. Ainsi, Necdin pourrait diminuer la réponse efficace suite aux
dommages a I’ADN, qui est une barriere importante pour empécher la transformation des
cellules humaines [309]. Dans les deux modeles, les effets indirects de 1’expression de
Necdin sur la stabilité génomique devraient €tre adressés puisque 1’expression dérégulée de
Necdin de la méme fagon que la perte de p53 pourrait générer un contexte propice a

I’élévation du taux de mutations et des aberrations génétiques [310,311].

L’effet inhibiteur de Necdin sur la voie de signalisation de p53 aurait également da
se refléter sur la durée de vie des cellules primaires humaines puisqu’il est proposé que
I’inactivation de p53 prolonge la vie en retardant la sénescence réplicative [41].
L’incapacité de Necdin a prolonger la vie des IMR90, que nous avons observée, n’est
toutefois pas en compléte contradiction avec sa capacité a inactiver p53. Le stress engendré
par 1’érosion des télomeres au cours de la sénescence réplicative résulte en une réponse de
la cellule que I’on peut qualifier de stress chronique qui implique p53, mais aussi la voie

pl6-Rb-E2F [41,88,312]. L’inhibition de p53 a pour effet de prolonger de la vie, par contre
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cet effet peut varier en fonction du modele cellulaire utilisé [41,88,116,117]. Le systeme
mod¢ele que nous avons utilisé, les IMR90, contient un mécanisme de régulation de la
sénescence robuste puisqu’il exprime un niveau élevé de pl16 [313] qui pourrait masquer
I’effet de Necdin sur p53. En effet, lorsque p53 est lui-méme inactivé dans certaines
cellules qui expriment un haut niveau de p16, ’impact sur la durée de vie est subtil, avec
peu de doublements supplémentaires [97,102]. Le choix de cette lignée était justifié¢ pour
¢valuer le niveau d’expression de Necdin au cours de la sénescence réplicative ou induite
par un stress, mais nous aurions dii nous tourner vers une autre modele cellulaire ou le
niveau de p16 est moins important, tel que les BJ [97], pour obtenir une vision plus fine des

effets de la modulation de p53 par Necdin sur la durée de vie.

5.2.3 La relation entre Necdin et pS3 dans la cancer

Une régle générale a été ¢laborée suite a la caractérisation des différentes mutations
retrouvées dans les cancers. En principe, pour une méme voie de signalisation, seulement
un événement mutationnel est retrouvé et est responsable du déreglement de la voie. Par
exemple, I’absence de Rb fonctionnel ne sera pas accompagnée d’une délétion de pl6
puisque ces deux événements duplicatifs résultent a la méme dérégulation du contréle du
cycle cellulaire [314,315]. De la méme fagon, si p53 est muté ou délété, il n’y a nul besoin
d’une amplification de mdm2 qui régule négativement p53 [316,317]. L’effet inhibiteur de
Necdin sur la voie de p53 nous permet de proposer que sa surexpression, de la méme fagon
que mdm2, pourrait étre retrouvée dans un contexte tumoral ou p53 est présent dans sa

forme sauvage.

Il est a considérer que la surexpression de Necdin n’aura peut-étre pas un effet aussi
puissant sur la carcinogénése que la perte directe de la fonction de p53 par sa mutation.
Tout dépend du positionnement de Necdin dans la voie de p53. Par exemple, puisque
Mdm2 agit en amont de p53 pour le réguler négativement, la conséquence d’une

I’amplification de Mdm2 est importante puisqu’elle a un effet direct sur la quantité de p53
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disponible. Pour D’instant, les connaissances actuelles sur Necdin nous permettent de
formuler que Necdin agit au moins a deux niveaux. Necdin affecte 1’'une des modifications
post-transcriptionnelles de p53 de méme que la transactivation du geéne cible p21. Dans ces
conditions, il est possible que I’effet de Necdin ne permette pas de contourner toutes les
fonctions de p53. Une meilleure compréhension de I’impact de Necdin sur les différentes

cibles de p53 est donc requise.

Les cellules primaires humaines pourraient nous aider a établir clairement I’impact
de la relation entre Necdin et p53. Tel que décrit en introduction (section 1.1.3.2) une
combinaison d’événements spécifiques qui ciblent différentes voies permet la
transformation de cellules primaires. Parmi ces événements, on retrouve invariablement le
ciblage de la voie de p53, en plus de la voie p16-Rb-E2F, de 1’¢longation des télomeéres et
de la promotion de la prolifération. Donc, 'utilisation de Necdin pour inactiver la voie de
p53, en combinaison avec les autres événements, nous permettrait de voir concrétement

I’efficacité de Necdin dans le processus de transformation.

Il n’est pas rare de voir la perte de pS3 suivant I’initiation d’une lésion cancéreuse
[318,319,320,321]. La perte de p53 fonctionnel dans les cancers plus avancés pourrait étre
suivie d’une diminution de Necdin, d’une part parce que celui-ci est un geéne cible de p53
mais aussi parce qu’une sélection pourrait se faire contre la présence de Necdin qui ne
représente plus un avantage puisque p53 n’est plus fonctionnel. Puisque nous avons
constaté que la perte de Necdin est accompagnée d’une augmentation de la prolifération
dans les NIH 3T3, la diminution de son expression pourrait amener un avantage sélectif
dans une population hétérogene pour les cellules qui n’expriment pas Necdin en faveur de

la croissance.
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5.2.4 La perte de Necdin est favorable a la prolifération

Les fibroblastes de souris et humains que nous avons utilisés contiennent un niveau
basal de Necdin de facon naturelle et sa présence indique que cette protéine occupe une
fonction dans ces cellules. La littérature rapporte depuis sa découverte que Necdin peut
agir comme un suppresseur de croissance lorsque surexprimé dans diverses lignées
cellulaires [252,253,254]. 1l est clair a partir de nos résultats que Necdin limite la
croissance puisque la diminution de son expression par shARN se traduit par une
augmentation de la prolifération des fibroblastes de souris (Chapitre III). Cette
augmentation du potentiel prolifératif a aussi été observée indirectement lors de 1’essai de
formation de colonies avec les IMR90 dans lequel la taille des colonies obtenues des
populations exprimant un shARN ciblant Necdin était supérieure a celle des contrdles

(Figure supplémentaire 1, page II).

L’effet bénéfique sur la prolifération de la perte de Necdin n’a jamais été caractérisé
en détail auparavant, mais certaines propriétés connues de Necdin pourraient expliquer cet
effet (Figure 13, page 149). Dans un premier temps, la prolifération cellulaire est soutenue
par le cycle de phosphorylation et de déphosphorylation du suppresseur de croissance Rb,
ou la forme hypophosphorylée de Rb liée a E2F est retrouvée dans les cellules quiescentes
(revue par[322]). Necdin, comme les membres de la famille Rb, interagit avec E2F1 et
E2F4 [245,253,255], toutefois on ignore encore si Necdin est aussi régulé par
phosphorylation pour son interaction avec E2F1 et E2F4 au cours du cycle cellulaire.
Ainsi, Necdin pourrait constitutivement étre retrouvé lié a E2F1 et/ou 4 pour inhiber leur
fonction de transactivation. Dans cette situation, la perte de Necdin devrait entrainer un
relachement de E2F qui pourrait se lier a ses génes cibles et promouvoir la transition de la

phase G1 a S (Figure 13, page 149).

L’interaction de Necdin avec E2F1 peut aussi avoir un effet sur des génes qui

interviennent a d’autres phases du cycle cellulaire tel que cdc2, un modulateur de la
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progression en phase G2/M [323,324,325]. En effet, il a ét¢ montré que Necdin s’associe
au promoteur de cdc2 en présence de E2F1 et réprime son expression dans les cellules
neuronales post-mitotiques de méme que dans des cellules ayant la capacité de se diviser
[266]. Cependant, I’effet de la perte de Necdin sur I’expression de cdc2 a seulement été
¢tudié dans les cellules post-mitotiques dans un contexte d’induction de 1’apoptose.
L’implication de Necdin dans la régulation de cdc2 au cours du cycle cellulaire reste a

définir.

A partir de nos résultats, un autre mécanisme peut étre proposé pour expliquer
I’augmentation de la prolifération en absence de Necdin. Nous avons présenté au chapitre
III I’effet inhibiteur de Necdin sur I’expression de p21 en condition de stress. L’inhibition
de p21 par Necdin est également maintenue en condition normale puisque la déplétion de
Necdin entralne une augmentation du niveau de p21 dans les NIH et NIHLT, toutefois a un
niveau qui n’atteint pas celui observé lorsque p53 est activé par un stress (Figure
supplémentaire 2, page III). p21 est un inhibiteur de kinases dépendantes des cyclines qui
contribue a l’arrét de la prolifération mais posséde aussi une fonction souvent ignorée
d’activateur de ces mémes CDK (revue par[326]). En effet, il a ét¢ démontré que p21 co-
précipite avec le complexe Cycline/CDK autant dans sa forme inactive que active [327].
En faible quantité, p21 facilite de facon dose-dépendante 1’assemblage du complexe de
CDK4/6 et cycline D qui est initiée par I’envoie de signaux mitogéniques [328,329]. La
localisation nucléaire du complexe est également favorisée par p21 [328,329]. Ensemble,
ces évidences ont servi a démontrer I’effet positif d’une augmentation de p21 sur la
prolifération. Ainsi, nous suggérons que la légeére augmentation de p21 qui résulte de la
perte de Necdin agit donc positivement sur la promotion de la prolifération en condition
normale. La différence possible dans la composition du complexe Cyclin/CDK/p21 en

présence et en absence de Necdin devrait étre adressé pour supporter cette affirmation.
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Figure 13 Mécanismes potentiels de
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I1 est a noté que les cellules qui expriment PyLT présentent un niveau basal de p21
plus élevé que la population contrdle (Figure supplémentaire 2, page II). Cette tendance a
aussi été constatée dans ’analyse du profil d’expression qui réveélent une augmentation de 2
fois (P = 0,08) du niveau de p21 dans les NIHLT. Toutefois, il est paradoxal de constater
que malgré que les NIHLT expriment plus de Necdin, leur niveau de p21 soit plus élevé
que celui des NIH étant donné que Necdin agit négativement sur 1’expression de p21. De
plus, dans notre modéle ’expression de p21 est largement dépendante de p53, puisque
inhibition de p53 par I'utilisation du peptide GSE22 provoque une diminution importante
du niveau de p21 (Chapitre III, Figure 6C, page 89). Ceci suggere que les NIH 3T3
exprimant ’oncogene PyLT présentent un niveau d’activité¢ basal de p53 plus élevé. 1l
existe aussi des mécanismes pS53-indépendants capables de moduler I’expression de p21
(revue par [330]) qui pourraient étre impliqués. Toutefois, il n’est pas étonnant que les
cellules exprimant PyLT ne soient pas affectées par un niveau plus élevé de p21. PyLT
interagit avec Rb pour I’inhiber ce qui rend largement inefficace la régulation en amont de

la voie Rb-E2F [121,199].

L’arrét de la prolifération transitoire observé lors de la surexpression de Necdin

pourrait résulter de I’effet inverse sur les mécanismes proposés ci-haut. Toutefois, on ne
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connait pas encore 1’origine des cellules qui émergent de cet arrét. Une comparaison aurait
pu étre faite entre les populations en arrét peu de temps apres 1’introduction de Necdin et
les cellules de la population émergente pour comprendre davantage les différences qui

existent entre ces deux populations.

5.2.5 Necdin dans le cancer de I’ovaire

Afin d’étoffer notre modele, nous avons souhaité intégrer les connaissances
acquises sur Necdin a un cancer humain. Nous nous sommes tournés vers le cancer de
I’ovaire puisque cette maladie constitue une pathologie intéressante ou 1’on retrouve une
classe particuliére de cancers a faible malignité, les LMP (ou borderline). Un profil
d’expression génétique distinctif caractérise les LMP et procure quelques indices a propos
des événements génétiques qui peuvent limiter son potentiel métastatique sans affecter son
taux de prolifération. Quelques exemples identifiés récemment sont les inhibiteurs de
protéinase SERPIN Al [331,332] et SERPIN A5, de méme que I’inhibiteur de ERK, Dusp
4 [333]. Necdin pourrait €tre ajouté a cette liste puisque nous avons observé que son
expression est beaucoup plus élevée dans les LMP en comparaison aux tumeurs agressives
(Chapitre IIT). Malheureusement, le manque d’anticorps spécifiques dirigés contre Necdin
a limité la caractérisation de son niveau protéique a grande échelle par I’'utilisation d’un
micro-étalage de tissus, une technique régulierement utilisée dans notre laboratoire. Cette
technique nous aurait également ¢été utile pour générer une méta-analyse comparant
I’expression de Necdin en fonction de la présence de p53, de p21, de Mdm2 ou de tout

autre protéine d’intérét.

Les tumeurs LMP conservent généralement un p53 non muté ce qui est en accord
avec notre modele selon lequel la présence d’un niveau élevé de Necdin permettrait de
contourner les effets de p53 dans les tumeurs. De plus, un lien possible entre Necdin et une
capacité limitée d’angiogénese a été soulevée par deux auteurs [263,264] et pourrait se

transposer dans le cancer de I’ovaire. L’expression de VEGF est associée étroitement avec
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I’angiogenese dans le cancer de 1’ovaire [334] et 1’évaluation de ce facteur angiogénique
révele une plus faible production dans les LMP en comparaison aux tumeurs agressives
[335,336,337]. Ainsi, Necdin pourrait réguler I’expression de VEGF et le potentiel
angiogénique dans les LMP. 1l serait intéressant de confirmer I’effet de 1’expression de
Necdin sur VEGF et d’en mesurer I’impact biologique sur I’angiogénése dans ces tumeurs.
A notre connaissance, il existe trés peu de modéle cellulaire permettant 1’étude du cancer a
faible malignité jusqu’a tout récemment [338] alors la plupart des études sur les LMP

portent sur des cultures primaires issues de tumeurs.

Tirant profit des ressources disponibles dans notre laboratoire, nous avons évalué le
niveau d’expression de Necdin de fagon plus large dans différentes lignées cellulaires
¢tablies a partir de carcinomes ovariens de différents types histopathologiques, soit OV90,
TOV21G, TOVSI1D, TOV2223G, TOV1946, OV1946 et TOV112D [339,340]. Dans les
résultats présentés en données supplémentaires (Figure supplémentaire 3, page IV), on
remarque que deux lignées présentent une plus forte expression de Necdin : la TOV81D et
la TOV2223. Ces deux lignées possédent des caractéristiques cliniques distinctes, toutefois
toutes deux ne possedent pas la capacité de former des tumeurs en souris [339,340]. La
lignée TOV81D, issue d’un adénocarcinome séreux papillaire, provient d’une patiente chez
qui la maladie a été plutot indolente avec un rechute en plus de 5 ans [339] alors que la
lignées TOV2223G est issue d’une patiente atteinte d’un cystadenocarcinome séreux
papillaire avec un suivi post-opératoire de seulement 18 mois [340]. Bien que ces lignées
proviennent de cancers avancés (grade III), la lignée TOV81D correspond assez bien avec
notre mod¢le de carcinogénese puisque cette lignée contient un p53 fonctionnel et provient
d’une patiente chez qui le pronostique était assez bon. Par contre, la lignée TOV2223G
présente, qu’en a elle, une mutation de p53. Toutefois, ce type de mutation résulte en une
absence du produit du geéne (mutation non-sens) contrairement aux autres lignées étudiées
pour lesquelles la mutation de type faux-sens de p53 a été retrouvée [340]. Il est possible
que cette différence qu’en au type de mutation ait un impact distinct sur I’expression de

Necdin. D’ailleurs, une étude récente démontre bien que, dans le cancer de 1’ovaire, le
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statut mutationnel de p53 (non-muté, mutation faux-sens et non-sens) se refléte par un
profil d’expression particulier et permet dans une certaine mesure de classifier les cancers
selon leur statut de p53 [341]. Les résultats avec les lignées de cancer de 1’ovaire soulévent
une nouvelle avenue qui pourrait étre investiguer, c’est-a-dire 1’effet des différents types de
mutation de p53 sur la présence de Necdin. De plus, la présence de Necdin dans les
TOV2223 suggere que Necdin occupe une fonction autre que I’inactivation de p53 dans ce

modele ou p53 est absent.

5.2.6 Necdin dans le cancer de la prostate

En plus du cancer de I’ovaire, notre laboratoire s’intéresse également a 1’étude du
cancer de la prostate, le cancer le plus répandu chez I’homme au Canada. Les lignées
couramment utilisées pour 1’étude in vitro de la maladie sont les lignées cellulaires LNCaP,
22Rv1, PC3 et Dul45. Ces lignées comportent de nombreuses différences mais peuvent
tout de méme étre groupées selon certaines caractéristiques communes importantes dans le
processus de développement du cancer de la prostate. L’une de ses caractéristiques est la
présence du récepteur d’androgeéne (AR), qui est impliqué dans la prolifération, le
développement de la prostate mais est aussi reliée a la carcinogénése [342]. Puisque les
cellules cancéreuses de prostate sont dépendantes de la présence d’androgene pour leur
croissance, la déplétion de cette hormone constitue une approche clinique importante pour
provoquer la régression de métastases. Toutefois, la progression vers un cancer plus
avancé est associée a une transition vers une croissance indépendante de 1’androgeéne. Un
second critére qui permet de grouper ces lignées cellulaires est I’altération du suppresseur
de tumeur p53, qui est un événement fréquent dans le cancer et qui est aussi retrouvée dans
le cancer de la prostate. Plusieurs études ont caractérisé¢ la fréquence des mutations
retrouvées dans ce géne dans le cancer de la prostate a différents stades de la maladie et ont
noté une faible incidence de mutations dans les tumeurs primaires localisées alors qu’un
taux plus important est présent dans les l€sions métastastiques [343]. Plus importante

encore, ces ¢tudes ont permis d’établir une forte corrélation entre 1’altération de p53 et
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I’indépendance aux androgenes [344,345]. La progression de la maladie de la tumeur

primaire confinée a la capsule prostatique, aux métastases puis a un cancer hormono-

résistant est donc caractérisée par une augmentation de la fréquence des altérations de p53.

Les lignées cellulaires de cancer de prostate employées dans notre laboratoire
représentent bien le modele de progression du cancer de la prostate. Puisque Necdin n’a
jamais été caractérisé dans ce cancer, nous avons évalué son expression dans chacune de
ces lignées cellulaires afin de visualiser a quel stade de la maladie Necdin peut étre retrouvé
(Figure supplémentaire 4, page V). Les lignées LNCaP et 22Rv1 sont a la fois hormono-
sensibles et posseédent un p53 fonctionnel. La lignée 22Rv1 a été dérivée par le passage en
série de xénogreffes d’une tumeur primaire humaine alors que la lignée LNCaP provient
d’une métastase a un ganglion lymphatique. Ces deux lignées reflétent respectivement un
stade précoce et intermédiaire de la maladie. Les PC3 et Dul45 proviennent de Iésions
métastatiques, sont complétement hormono-indépendantes et contiennent un p53 qui est
non-fonctionnel ce qui représentent des événements fréquemment retrouvés dans le cancer
avancé. Selon notre modele, Necdin devrait se retrouver dans les lignées correspondant
aux cancers les moins avancés. De facon intéressante, Necdin est exprimé dans les LNCaP
et les 22Rv1, avec une plus forte expression dans la lignée LNCaP (Figure supplémentaire
4, page V). Ainsi, ’expression de Necdin est retrouvée exclusivement dans les lignées
représentant un stade plus précoce ou moins agressif de la maladie avec une disparition
pour I’évolution a un stade hormono-résistant. Ces résultats appuient les observations
faites dans le cancer de 1’ovaire ou une plus forte expression de Necdin est observée dans
les cancers de type borderline, des cancers présentant un meilleur pronostique. De plus, les
deux lignées qui expriment Necdin sont celles qui comportent un p53 fonctionnel.
Toutefois, la lignée PC3 contient une mutation de type non-sens de p53 et ne présente
aucune expression de Necdin contrairement a ce qui était constaté avec la lignée TOV2223
de I'ovaire. La voie de signalisation de p53 implique de nombreux points de contrdle et

plusieurs effecteurs sont sollicités. Ainsi, malgré le fait que ces deux lignées portent la
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méme mutation de p53, d’autres composantes de la voie pourraient varier entre ces deux

modeles qui représentent deux contextes cellulaires différents.

Dans le contexte du cancer de la prostate, certaines évidences nous suggerent que
Necdin pourrait aussi €tre associé a un événement important pour ce type de cancer, soit la
régulation du récepteur aux androgenes. En effet, p53, I’'important partenaire de Necdin,
agit & deux niveaux sur le AR pour en affecter la signalisation. p53 exerce un effet
inhibiteur sur le AR en formant une liaison avec celui-ci, I’empéchant de former un
homodimeére ce qui est critique pour la transcription des genes cibles spécifiques au AR
[346,347]. Plus récemment, une étude a révélé que p53 pouvait moduler négativement
I’expression du AR en identifiant ce dernier comme un géne cible de p53 [348]. Ces
résultats supportent le concept que la perte de p53 au cours de la transition vers 1’hormono-
résistance peut entrainer une augmentation du niveau de AR, qui est I’un des mécanismes
menant a I’indépendance aux androgénes pour la prolifération. Ces informations soulévent
des possibilités intéressantes pour la poursuite de 1’étude de Necdin dans le cancer. Necdin
pourrait posséder une activité antagoniste sur la capacité de p53 a inhiber le AR. Cette
hypothése peut étre rapidement vérifiée avec des expériences de gain et de perte de fonction
de Necdin. L’impacte de Necdin pourrait étre mesuré par la variation de 1’antigéne prostate
spécifique (APS), un marqueur diagnostique, ou par la variation de la croissance puisque
ces deux parametres sont affectés par la modulation du AR dans les LNCaP [349]. Ceci
permettrait a la fois d’évaluer si Necdin agit également sur les cibles de p53 qui sont
régulées négativement par ce dernier et d’établir si Necdin facilite la prolifération lorsque

p53 est encore fonctionnel dans le cancer de la prostate.
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Le récapitulatif de nos résultats permet de proposer le modele suivant ou nous
tentons de situer Necdin dans le processus de carcinogenese. L’introduction de PyLT
provoque une augmentation de I’expression de Necdin par un mécanisme indépendant de
pS3 qui reste cependant a définir. La dérégulation de Necdin implique fort probablement
des protéines cellulaires qui peuvent étre dérégulées comme étape initiatrice dans la
carcinogénese. Le niveau anormal de Necdin obtenu a des répercutions négatives sur la
régulation du suppresseur de tumeur p53. Ainsi, Necdin pourrait diminuer la réponse
efficace de p53, qui est une barriere tres importante pour empécher la transformation des
cellules humaines, par exemple suite aux dommages a I’ADN [309]. Cette propriété que
confére Necdin pourrait rendre la cellule propice a I’accumulation de mutations a un
rythme plus élevé que dans une cellule normale. L’expansion clonale qui résulte en la
formation d’une masse se fera a partir de cellules qui ont acquis des mutations procurant un
avantage sélectif pour la cellule comme la perte de suppresseur de tumeur et la modulation
d’oncogenes. De plus, tel que rapporté par d’autres groupes, Necdin permet aux cellules de
résister a ’apoptose induite par différents stress génotoxiques de méme que via la
stimulation de récepteurs membranaires [254,256,257,259,266,271]. La résistance a
I’apoptose est clairement 1'un des événements qu’une cellule doit acquérir pour devenir
cancéreuse [1] et constitue aussi un aspect important de la contribution potentiel de Necdin

a I’étape d’initiation de la tumeur.
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La présence de Necdin établis un avantage sélectif dans un contexte ou p53 est
encore fonctionnel a I’étape d’initiation de la carcinogénése. Toutefois, nous suggérons
que dans le cas d’un cancer plus avancé ou p53 est perdu au cours des étapes du processus
de transformation, la présence de Necdin ne constituerait plus cet avantage sélectif. La
perte de Necdin suivant celle de p5S3 dans le stade avancé du cancer pourrait contribuer a la
promotion de la prolifération plus rapide des cellules cancéreuses. De plus, la dépendance
de la tumeur a stimuler la formation de nouveaux vaisseaux lorsqu’elle atteint une certaine
dimension devrait forcer la diminution ou la disparition de Necdin qui est proposé comme
un facteur anti-angiogénique. Les différents modeles de culture cellulaire examinés vont
dans ce sens avec une faible expression de Necdin dans les lignées les plus agressives. Il en
est de méme pour les tumeurs de 1’ovaire prises en exemple, dans lesquelles 1’expression de
Necdin est retrouvée dans les tumeurs de faible potentiel de malignité. Il n’est pas exclu
que certains types de tumeurs présentant un niveau élevé de Necdin n’évoluent tout

simplement pas a un stade avanceé.

L’utilisation d’une protéine virale a orienté ce
projet de recherche vers I’étude de Necdin, qui était P53 E2F1
trés peu caractérisé dans le cancer. Nous avons révélé
que, en raison de la dualité de ses fonctions, Necdin ne
semble pas posséder le plein potentiel d’un oncogene. Prolifération
D’une part Necdin limite la prolifération en Figure 15 Dualit¢ de 1la
interagissant avec E2F, mais sa surexpression n’est pas fonction de Necdin
incompatible avec la prolifération. D’autre part, la
fonction oncogénique de Necdin pourrait résider dans sa capacité a retarder la réponse p53-
dépendente en partie en réprimant 1’expression de p21. La relation entre Necdin et la voie
de signalisation de p53 a été le point central du présent ouvrage. L’attention devrait

maintenant se tourner vers la fonction que Necdin occupe dans la régulation du cycle
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cellulaire et la voie de signalisation de Rb-E2F, afin de dresser une vue moléculaire

d’ensemble qui permettra de mieux évaluer son impact dans la carcinogéneése.
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Figure supplémentaire 1 La déplétion de Necdin dans des fibroblastes primaires humains

augmente leur potentiel prolifératif en faible densité.

IMRO90 infectées avec des lentivirus contenant deux différents ShARN ciblant Necdin ou
avec le control shGFP. Les colonies ont été fixées et colorées au Crystal violet 12 jours
aprés ensemencement de 100 cellules dans un pétri de 100mm. (Cette figure est tirée de
I’expérience de formation de colonies décrite au chapitre IV et correspond aux cellules
controles non-irradiées dans cet essai).
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Figure supplémentaire 2 Le niveau basal de p21 est affecté par Necdin dans les NIH et
NIHLT

Les populations hétérogénes NIH et NIHLT ont été infectées avec des lentivirus contenant
trois différents ShARN dirigées contre Necdin ou le shGFP comme contréle négatif. (A) La
figure montre le niveau protéique de Necdin qui est réprim¢é efficacement par chacun des
shARN. Cette répression de Necdin est accompagnée d’une augmentation du niveau basal
de p21 principalement visible dans les NIHLT. (B) Ces mémes cellules (NIHLT) traitées
avec la Nutlin-3 (5uM) pour une période de 48h permettent de démontrer que, malgré que
le niveau de p21 soit plus €levé dans les cellules ou Necdin est déplété par shARN, ce

niveau est bien en dessous de celui atteint par la stimulation de p53 et qui provoque un arrét
du cycle cellulaire.
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Figure supplémentaire 3 Expression de Necdin dans différentes lignées cellulaires du

cancer de 1’ovaire.

L’analyse de I’expression génique a ¢été réalisée a partir de la plateforme automatisée
Ziplex contenant un nombre limité de génes qui, dans ce cas ci, présente des génes en
relation avec le cancer de 1’ovaire ([350] Tonin et Mes-Masson communication
personnelle). En bas du graphique montre la corrélation au niveau protéique de
I’expression de Necdin pour quatre des lignées cellulaires (en bas du graphique). Une
quantité égale de protéines (25ug) a été utilisée pour chacune des lignées.
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Figure supplémentaire 4 Expression de Necdin dans différentes lignées cellulaires du

cancer de la prostate.

Niveau protéique retrouvé dans différentes lignées du cancer de la prostate
hormonosensible (22Rv1 et LNCaP) et hormono-réfractaires (PC3 et Dul45). A droite, le
statut de différents génes dans ces lignées cellulaires du cancer de la prostate.
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