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Résumé 

 

 Les centrosomes sont les centres organisateurs des microtubules et jouent un rôle crucial dans 

l‟organisation du fuseau bipolaire pendant la mitose. Plus récemment, le rôle des centrosomes dans la 

régulation de l‟entrée en mitose a été mis en évidence. Les centrosomes semblent également contribuer à 

l‟activation du point de contrôle en G2/M en réponse aux lésions de l‟ADN en servant de point de rencontre 

pour les régulateurs du cycle cellulaire et les gènes de réponse aux dommages à l‟ADN. L‟amplification du 

nombre de centrosomes est une caractéristique des cellules tumorales mais de façon intéressante, elle 

constitue aussi une réponse des cellules aux dommages à l‟ADN. Les mécanismes qui régulent l‟homéostasie 

et la dynamique des centrosomes sont encore mal compris. 

 

 Pour mieux comprendre le rôle des centrosomes dans la régulation du point de contrôle en G2/M en 

réponse aux dommages à l‟ADN, le recrutement et/ou l‟activation au niveau des centrosomes des kinases 

impliquées dans les voies de signalisation de ce point de contrôle ont été étudiés par immunofluorescence 

indirecte sur cellules HeLaS3 ou par Western blot sur des fractions enrichies en centrosomes. Nos résultats 

montrent que les kinases ATM, ATR, CHK1 et CHK2 sont actives dans les centrosomes de cellules en phase 

G2. En réponse à l‟activation du point de contrôle en G2/M, les formes actives de ces kinases diminuent au 

niveau des centrosomes. Pour identifier de nouveaux acteurs centrosomaux potentiellement impliqués dans la 

régulation de ce point de contrôle, une analyse comparative des protéomes de centrosomes purifiés a 

également été réalisée par spectrométrie de masse. 

 

 Pour étudier plus particulièrement la fonction de CHK2 au niveau des centrosomes, nous avons 

développer des outils moléculaires qui serviront à déterminer le rôle de la sous population de CHK2 localisée  

aux centrosomes 1) dans la régulation de l‟entrée en mitose au cours d‟un cycle normal 2) dans l‟activation et 

la stabilité du point de contrôle en G2/M en réponse aux lésions l‟ADN et 3) dans l‟homéostasie et la 

dynamiques des centrosomes en réponse aux dommages à l‟ADN.  

 

 Cette étude permettra de mieux comprendre la fonction des centrosomes dans la réponse cellulaire au 

stress génotoxiques anti-cancereux et de révéler de nouvelles fonctions potentielles pour la kinase CHK2. 

 

Mots clés : dommages à l'ADN, centrosomes, cycle cellulaire, points de contrôle, G2, mitose.  
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Abstract 

 

Centrosomes function primarily as microtubule-organizing centres that play a crucial rôle in the equal 

segregation of chromosomes by organizing the bipolar spindle during mitosis. Recent studies have revealed 

the involvement of centrosomes in regulating G2/M transition during normal cell cycle progression. 

Moreover, increasing evidence suggests that centrosomes also play roles in the DNA damage response and 

cell cycle checkpoint signalling by serving as “meeting points” where DNA-damage-responsive genes and 

cell cycle regulators communicate. Numerical centrosome aberrations, or centrosome amplification, is a 

common feature of most human cancers that promotes aneuploidy and is involved in tumorigenesis as well as 

tumor progression. Interestingly, centrosome amplification and fragmentation have also been shown to 

constitute a cellular response to impaired DNA integrity that triggers cell death by mitotic failure. Although 

their roles are critical in tumorigenesis and the DNA damage response, the mechanisms that regulate 

centrosome homeostasis and dynamics remain poorly understood. 

To gain a better understanding of the role of the centrosomes in checkpoint regulation at G2/M 

transition in response to DNA damage; the recruitment and/or centrosomal activation of the kinases 

implicated in this checkpoint pathways were studied by indirect immunofluorescence on HeLaS3 cells or 

western blot on purified centrosomal fractions. Our results showed that the kinases CHK1, CHK2, ATM and 

ATR are activated at the centrosomes in cell synchronised in G2. However, after activation of the G2/M 

checkpoint, these activated kinases moved from centrosomes. Finally, to identify new centrosomal actors 

potentially involved in the regulation of this checkpoint, a comparative analysis of the proteome of purified 

centrosomes was also realized by mass spectrometry. 

To study more specifically the function of CHK2 at the centrosomes, we developped molecular tools 

wich will serve to determine the role of the sub-population of CHK2 localized at the centrosomes in 1) in 

regulating entry into mitosis during unperturbed cell cycle progression, 2) in checkpoint regulation at G2/M 

transition in response to DNA damage induced by ionizing radiations and genotoxic drugs and 3) in 

centrosomal homeostasis and dynamics by regulating centrosomal amplification, fragmentation and 

clustering during normal cell cycle progression and in response to genotoxic drugs. 

This study will further elucidate the importance of centrosomes in regulating the cell response to 

genotoxic stress induced by anti-cancer treatments and reveal potential new functions for the kinase CHK2 in 

unperturbed cell cycle progression and in response to DNA damage. 

 

Key words : DNA damages, cell cycle, G2, mitosis, checkpoint, centrosomes 
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Introduction 

 

 Les centrosomes sont des organelles importants pour le maintien de la stabilité génomique des 

cellules. Ils sont les centres organisateurs des microtubules et jouent un rôle essentiel dans l‟organisation du 

fuseau bipolaire et la séparation des chromosomes pendant la mitose. De plus, de nouvelles évidences ont 

révélé une fonction des centrosomes dans la régulation d‟un cycle cellulaire normal en interphase, suggérant 

ainsi que les centrosomes jouent également un rôle dans les points de contrôle du cycle cellulaire et dans la 

réponse cellulaire aux dommages à l‟ADN (1,2). 

 

 En réponse aux lésions de l‟ADN ou à un mauvais attachement des chromosomes au fuseau 

mitotique, la cellule active des points de contrôle. Ceux-ci arrêtent, de façon transitoire, la progression du 

cycle cellulaire aux transitions G1/S, G2/M, en phase S ou en mitose, pour permettre la réparation des 

dommages et préserver l‟intégrité génomique de la cellule. Plusieurs voies de signalisation qui jouent un rôle 

dans l‟arrêt du cycle cellulaire en réponse aux lésions de l‟ADN ont été identifiées au cours des dernières 

années et les kinases CHK1 et CHK2 apparaissent comme des médiateurs clés de ces voies de signalisation, 

notamment celles qui ciblent les points de contrôle aux transitions G1/S et G2/M et en phase S (3-5). 

 

 Plus récemment, les événements initiateurs de l‟entrée en mitose ont été mis en évidence au niveau 

des centrosomes (6-8). En effet, l‟activation des complexes CDK1-CyclinB au niveau des centrosomes par la 

phosphatase CDC25B précède leur translocation au noyau qui va conduire à l‟entrée des cellules en mitose 

de façon irréversible (9-11). De nouvelles découvertes soulignent également un rôle des centrosomes dans la 

réponse des cellules aux dommages à l‟ADN. Les événements initiateurs de l‟entrée en mitose au niveau des 

centrosomes sont ciblés en réponse à l‟activation du point de contrôle en G2/M et le recrutement de CHK1 au 

niveau des centrosomes a été montré comme contribuant à ce point de contrôle dans les cellules 

endommagées (7,12). De plus, de nombreuses protéines impliquées dans la réponse aux dommages à l‟ADN 

et la régulation du cycle cellulaire ont été localisées au niveau des centrosomes, suggérant que ceux-ci 

servent de sites d‟intégration des voies de signalisation qui émergent des dommages à l‟ADN pour réguler les 

points de contrôle du cycle cellulaire. De récentes études révèlent également que les centrosomes semblent 

contribuer à l‟activation du point de contrôle en G2/M en réponse aux lésions de l‟ADN en servant de point 

de rencontre pour les régulateurs du cycle cellulaire et les gènes de réponse aux dommages à l‟ADN (13-16).  
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 L‟implication des centrosomes dans la mort des cellules en réponse aux lésions de l‟ADN a 

également été mise en évidence au cours des dernières années et plusieurs études ont montré qu‟une 

amplification du nombre de centrosomes, une fragmentation ou une inactivation des ces derniers constituent 

une réponse active des cellules aux dommages à l‟ADN qui entraine la mort cellulaire par catastrophe 

mitotique. Cette réponse cellulaire est évoquée comme étant un nouveau point de contrôle du cycle 

appelé «point de contrôle centrosomal» (2, 17). Enfin, la majorité des cellules tumorales possède un nombre 

amplifié de centrosomes qui contribue à la tumorigénèse et la progression tumorale en favorisant 

l‟aneuploïdie (18,19). Pour éviter les mitoses multipolaires et l‟aneuploïdie massive qui conduit à la mort des 

cellules en mitose, la plupart des cellules tumorales regroupent leurs centrosomes surnuméraires en deux 

pôles permettant ainsi une mitose bipolaire. Les mécanismes moléculaires qui régulent ce processus, appelé 

"centrosomes clustering", sont encore peu compris (20-24). Il est intéressant de noter que l‟amplification 

et/ou la fragmentation des centrosomes constitue aussi une réponse des cellules aux lésions génotoxiques qui 

conduit à la mort des cellules en mitose (25,26).  

 

Centrosomes et cycle cellulaire 

 

 Les centrosomes sont de petits organites constitués de deux centrioles perpendiculaires l‟un à l‟autre 

et entourés d‟une matrice protéique appelée matériel péricentriolaire. Cette matrice contient de nombreuses 

protéines nécessaires à la nucléation et à l‟ancrage des microtubules pour la formation des fuseaux mitotiques 

ainsi qu‟à la bonne ségrégation des chromosomes au cours de la mitose (27). Les centrosomes observent un 

cycle de duplication qui suit le cycle cellulaire. Une cellule en phase G1 ne possède qu‟un centrosome qui 

contient une paire de centrioles perpendiculaires. A la transition G1/S, les centrioles s‟éloignent l‟un de 

l‟autre pour permettre leur duplication semi-conservatrice et à la transition G2/M, les centrosomes vont se 

séparer et migrer à des pôles opposés du noyau. En début de mitose, les centrosomes vont arriver à 

maturation en recrutant des protéines associées à la matrice péricentriolaire, ce qui permet une augmentation 

de la nucléation des microtubules pour former les fuseaux mitotiques et assurer la ségrégation équitable des 

chromosomes (28-33). 

 

Un nombre important de protéines impliquées dans la régulation du cycle cellulaire est localisé au 

niveau des centrosomes, indiquant que ceux-ci pourraient servir de site d‟intégration des voies de 

signalisation de la régulation du cycle cellulaire et qu‟ils seraient impliqués dans le contrôle de la progression 

du cycle cellulaire (1, 8, 34). Un rôle des centrosomes dans la régulation de la transition G2/M au cours d‟un 
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cycle normal a déjà été démontré. Par ailleurs, une sous population de divers régulateurs de la mitose, comme 

Aurora A, CDK1-CyclinB, WEE1 ou les CDC25 B et C, est localisée au niveau des centrosomes pour 

contrôler les événements initiateurs de l‟entrée en mitose. 

 

 Ainsi, en plus de leur rôle de centres organisateurs des microtubules, les centrosomes semblent servir 

de sites de régulation du cycle cellulaire où des signaux activateurs ou inhibiteurs sont intégrés pour contrôler 

la progression du cycle cellulaire. 

 

Régulation de l’entrée en mitose  

  

 L‟entrée en mitose des cellules est caractérisée par divers événements moléculaires et 

morphologiques comme l‟activation du complexe CDK1-CyclinB, la désintégration de la membrane 

nucléaire et des corps nucléolaires, la condensation des chromosomes ou encore la formation des fuseaux 

mitotiques à partir des centrosomes (35). Pendant les phases S et G2, les complexes CDK1-CyclinB sont 

maintenus inactifs par les kinases WEE1 et MYT1 qui phosphorylent CDK1 sur la thréonine 14 et la tyrosine 

15 (36,37). À la transition G2/M, les phosphatases CDC25 A, B et C vont activer les complexes CDK1-

CyclinB en déphosphorylant ces deux résidus et entrainer l‟entrée des cellules en mitose (38). Une fois les 

complexes CDK1-CyclinB actifs, plusieurs boucles d‟auto-amplification vont s‟établir. En effet, les kinases 

WEE1 et MYT1 vont être phosphorylées par CDK1-CyclinB et PLK1 ce qui va entrainer la dégradation au 

protéasome de WEE1 et l‟inhibition de MYT1 (39). De plus, les complexes CDK1-CyclinB vont activer les 

phosphatases CDC25 entraînant l‟entrée irréversible des cellules en mitose (11,40). Une illustration de ces 

voies de signalisation est schématisée à la Figure 1. 

 

 Les protéines majeures de l‟entrée en mitose des cellules dont CDK1-CyclinB, PLK1 ou les CDC25 

sont recrutées au niveau des centrosomes en fin de phase G2, indiquant que les centrosomes seraient les sites 

d‟initiation de l‟entrée en mitose des cellules (10, 41-43). Une fois les complexes CDK1-CyclinB activés aux 

niveaux des centrosomes, il vont transloquer au noyau où leur activité va être amplifiée et où la 

phosphorylation de nombreux substrats va entrainer les changements morphologiques et biochimiques 

nécessaire pour induire l‟entrée en mitose des cellules de façon irréversible (9, 10). Les phosphatases CDC25 

activent les complexes CDK1-CyclinB au niveau des centrosomes et régulent la nucléation des microtubules 

centrosomaux à la transition G2/M (44). Les kinases PLK1 et AURORA A jouent un rôle majeur dans 

l‟entrée des cellules en mitose via la régulation de la maturation et de la séparation des centrosomes en fin de 
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phase G2, processus essentiel pour la bonne nucléation des microtubules et la formation des fuseaux 

mitotiques (45). L‟activation de AURORA A au niveau des centrosomes en fin de G2 est requise pour le 

recrutement et l‟activation des complexes CDK1-CyclinB au niveau des centrosomes et l‟entrée en mitose 

des cellules. PLK1 est à son tour activé par AURORA A et contribue à la boucle d‟auto amplification du 

signal via la phosphorylation des phosphatases CDC25 (46-48). Finalement, PLK1 va également activer 

l‟expression de différents gènes impliqués dans la transition G2/M via l‟activation du facteur de transcription 

Forkhead Box M1 (49). Enfin, il a été montré qu‟au cours d‟un cycle cellulaire normal, la kinase CHK1 

empêche l‟entrée précoce des cellules en mitose par l‟inhibition au niveau des centrosomes des phosphatases 

CDC25 limitant à leur tour l'activation des complexes CDK1-CyclinB (Fig. 1). Plusieurs travaux soulignent 

également une localisation centrosomale de la kinase CHK2 mais sa fonction y reste inconnue pour l‟instant. 

De manière générale, ces connaissances corroborent le fait que les centrosomes pourraient servir de site 

d‟intégration des voies de signalisation qui régulent l‟entrée des cellules en mitose au cours d‟un cycle 

cellulaire normal. 

 

Points de contrôle du cycle cellulaire en réponse aux dommages à l'ADN 

  

 Les points de contrôles du cycle cellulaire sont des mécanismes de surveillance qui permettent le 

maintien de l‟intégrité génomique d‟une cellule en division. En réponse aux dommages à l‟ADN ou à un 

mauvais attachement des chromosomes aux fuseaux mitotiques, la cellule active ses points de contrôle pour 

arrêter, de façon transitoire, la progression du cycle cellulaire et permettre la réparation des dommages. Ces 

mécanismes de surveillance sont contrôlés par diverses voies de signalisation impliquant les 

phosphorylations transitoires de plusieurs régulateurs essentiels du cycle cellulaire (50,51). De nombreuses 

évidences indiquent que ces mécanismes sont défaillants dans les cellules cancéreuses et que cela contribue à 

la tumorigenèse. De plus, ces mécanismes ont un rôle majeur dans la réponse des cellules aux drogues 

utilisées lors des thérapies anticancéreuses (52-55). Les kinases CHK1 et CHK2 sont deux régulateurs 

centraux de ces mécanismes d‟une cellule en interphase. En réponse aux lésions de l‟ADN, les kinases 

Ataxia-Telangiectasia Mutated (ATM) et Ataxia-Telangiectasia Rad3 Related (ATR) vont activer les 

régulateurs CHK1 et CHK2 qui vont à leur tour activer de nombreuses protéines cibles pour arrêter la 

progression du cycle cellulaire aux transitions G1/S, G2/M ou en phase S. Généralement, ATM va activer 

CHK2 en réponse aux cassures double brins de l‟ADN et ATR va activer CHK1 en réponse au stress 

réplicatif (Fig. 2) (56). 
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 Le point de contrôle à la transition G2/M empêche les cellules endommagées d‟initier leur mitose et 

les régulateurs clés en aval de ce point de contrôle sont les complexes CDK1-CyclinB qui sont activés par les 

phosphatases CDC25 A, B et C (57). L‟activation des kinases ATM/ATR puis CHK1/CHK2 amène à la 

phosphorylation des CDC25 créant ainsi des sites de liaison pour la protéine 14-3-3 et la séquestration au 

cytoplasme des CDC25 B et C, ou encore la dégradation au protéasome des CDC25 A (Fig. 2) (58,59).  

 Au cours des dernières années, les événements initiateurs de la mitose ont été mis en évidence au 

niveau des centrosomes et plusieurs recherches indiquent que les centrosomes sont également ciblés en 

réponse à l‟activation du point de contrôle à la transition G2/M. Il a été montré que l‟activation des CDC25 B 

par AURORA A au niveau des centrosomes est inhibée par l‟activation de ce point de contrôle en réponse 

aux dommages à l‟ADN (6, 7). D‟autres ont montré que CHK1 relocalise au niveau des centrosomes après 

lésions de l‟ADN et que son accumulation contribue à sa fonction dans la régulation du point de contrôle à la 

transition G2/M (15). Ces résultats, en plus du nombre croissant de protéines de la réponse aux dommages à 

l‟ADN qui sont localisées au niveau des centrosomes, indiquent que les centrosomes pourraient servir de 

sites d‟intégration et de coordination des voies de signalisation qui émergent des dommages à l‟ADN pour 

réguler les points de contrôle du cycle cellulaire, notamment celui à la transition G2/M. 

 

 Amplification, fragmentation et regroupement des centrosomes 

 

 Des centrosomes surnuméraires ou amplifiés sont des caractéristiques en corrélation avec une 

augmentation de l‟aneuploïdie et de l‟agressivité tumorale (60-64). La perception générale est que 

l‟amplification des centrosomes menant aux mitoses multipolaires est impliquée dans la formation et 

l‟évolution de la tumeur. Toutefois, le fait que ces aberrations des centrosomes soient une cause ou une 

conséquence de l‟instabilité génomique est jusqu‟à aujourd‟hui toujours une controverse (65-67). 

Récemment, il a été montré que les mitoses multipolaires menant à de l‟aneuploïdie majeure sont 

généralement délétères et de nombreuses cellules les suppriment en regroupant leur centrosomes aux deux 

pôles de la cellules pour subir des mitoses bipolaires (30-34). De façon intéressante, un autre groupe de 

recherche a montré que l‟instabilité génomique, associée à l‟amplification des centrosomes, est une 

conséquence des attachements mérotéliques kinétochores-microtubules qui s‟accumulent avant que les 

centrosomes ne soient regroupés et que les cellules ne fassent une mitose bipolaire (33). L‟origine des 

centrosomes surnuméraires dans les cellules cancéreuses est peu comprise mais il a été montré que ces 

centrosomes supplémentaires apparaissent en raison d‟une dérégulation du cycle de duplication des 

centrosomes ou d‟une erreur de cytokinèse (68).  
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 De récentes études suggèrent que les centrosomes sont aussi impliqués dans la réponse cellulaire au 

stress réplicatif et aux dommages à l‟ADN (2, 27). En effet, les centrosomes sont souvent amplifiés ou 

fragmentés en réponse au stress réplicatif et aux lésions de l‟ADN, et ces modifications provoquent une 

progression du cycle cellulaire non programmée qui entraine une catastrophe mitotique et l‟apoptose des 

cellules endommagées. De même, un nombre accru de centrosomes est observé après traitement aux rayons 

gamma et dans les cellules dont les gènes de la réponse aux dommages à l‟ADN sont mutés. Enfin, la mort 

cellulaire par catastrophe mitotique associée à l‟amplification des centrosomes est une des causes majeures 

de la mort des cellules induites lors des thérapies anticancéreuses (69). En résumé, ces résultats suggèrent 

qu‟une amplification du nombre de centrosomes, une fragmentation ou une inactivation de ceux-ci 

constituent une réponse active des cellules aux dommages à l‟ADN aboutissant au maintien de l‟intégrité 

génomique. 

 

Hypothèse et objectifs de l'étude 

 

 Ce projet de recherche vise à définir le rôle des centrosomes dans la régulation du point de 

surveillance en G2/M en réponse aux dommages à l‟ADN. Notre hypothèse est que les centrosomes agissent 

comme sites d'intégration de voies de signalisation du point de contrôle en G2/M. Dans un premier objectif, 

nous désirons évaluer 1) la localisation intracellulaire et centrosomale des protéine kinases situées en amont 

des CDC25, soit ATM, ATR, CHK1 et CHK2, dans des cellules HeLa S3 contrôles et induites à un arrêt du 

cycle cellulaire en transition G2/M;  2) de réaliser une analyse comparative par spectrométrie de masse du 

protéome de centrosomes purifiés à partir de cellules HeLa S3 contrôles et induites à un arrêt du cycle 

cellulaire en transition G2/M. Par ces deux approches, notre but est d‟identifier de nouveaux acteurs 

centrosomaux potentiellement impliqués dans la régulation du point de contrôle en G2/M induit par des 

lésions de l‟ADN.  

 Dans un deuxième objectif, ce projet vise à développer des outils moléculaires pour étudier plus 

spécifiquement le rôle de la sous population centrosomale de CHK2 dans l‟activation et la stabilité du point 

de contrôle en G2/M en réponse aux lésions de l‟ADN. Ces outils pourraient ultérieurement être également 

utilisés pour évaluer le rôle de cette sous population centrosomale de CHK2 dans la régulation de l‟entrée en 

mitose au cours d‟un cycle normal, ou encore dans l‟homéostasie et la dynamique des centrosomes en 

réponse aux dommages à l‟ADN. 
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 Dans ce mémoire, les résultats obtenus à ce jour sont décrits. Ultimement, cette étude permettra de 

mieux comprendre la fonction des centrosomes dans la réponse cellulaire au stress génotoxiques anti-

cancereux et de révéler de nouvelles fonctions potentielles pour la kinase CHK2. 

 

Matériels et méthodes 

 

Anticorps et réactifs 

 

 Les anticorps contre ch-TOG (1/50), FANCI, CHK2-P (T68) (1/150) et -tubuline (TU-30) (1/1000) 

ont été obtenus de Abcam (Cambridge, MA). Les anticorps anti-CHK2-P (Thr68, lot 7 et lot 9) (1/100), anti-

CHK2-P (Thr68, C13C1) (1/100), anti-CHK2-P (S19) (1/100), anti-CHK2-P (S33/35) (1/100), anti-CHK2-P 

(T387) (1/100), anti-CHK2-P (T432) (1/100), anti-RCC1 (1/50), anti-RCC2 (1/100), anti-H3-P (Ser10), anti-

ATR-P (Ser428) (1/100), anti-CHK2 (1/100) et anti-CHK1 (1/100), ainsi que les anticorps reconnaissant le 

motif consensus de phosphorylation des substrats phosphorylés par ATM/ATR (1/100), ou ceux 

phosphoryles par MAPK/CDK (1/100) proviennent de Cell Signaling Technology (Danver, MA). Les 

anticorps contre CHK1 (DCS-310) (1/100), CHK1 (G4) (1/50), Reptin 52 (H-162) (1/50), Nucleophosmin 

(H-106) (1/50), CHK2 (H-300) (1/50), CHK2 (DCS-273) (1/50) et CHK2-P (Thr68-R) (1/50) proviennent de 

Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA). Les anticorps anti--H2AX (Ser139) (1/1000) proviennent de 

Millipore Corp (Billerica, MA) et anti-CHK2 (1/100) de Novus Biologicals (Littleton, CO). La thymidine, le 

nocodazole, l‟étoposide, l‟iodure de propidium (PI), la RNase A et l‟albumine de sérum bovin (BSA) 

proviennent de Sigma-Aldrich Corp. (St. Louis, MO). 

 

Culture cellulaire, transfections et traitements 

 

 Les cellules HeLa, HeLa S3, U2OS, 293FT, HCA2 et HCT116, obtenues de l' American Type Culture 

Collection (Manassas, VA) ont été cultivées dans du DMEM (Dulbecco's modified Eagle's medium) 

complété avec 10% de sérum fœtal bovin (FBS) et 5% pénicilline/streptomycine (P/S) à 37°C et 5% CO2. 

Les cellules ont été transfectées en utilisant la lipofectamine 2000 (Invitrogen Corp., Carlsbad, CA) selon les 

recommandations du manufacturier.  Une synchronisation à la transition G1/S a été obtenue par double bloc 

thymidine. Brièvement, les cellules sont mises en culture 16h en présence de 2 mM thymidine, lavées le 
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lendemain, remises en culture pour 12h dans du milieu frais et finalement mises en culture 16h en présence 

de 2 mM thymidine. Les cellules ont par la suite été lavées et remises en culture dans du milieu frais en 

présence ou en absence de 50 M d‟étoposide (VP-16) pendant 2 h pour activer le point de contrôle en G2/M 

et utilisées pour des expériences d‟immunofluorescence indirecte.   

 

Analyse du cycle cellulaire 

 

 Les cellules HeLa et HeLa S3 ont été synchronisées en utilisant un double bloc thymidine. Pour 

l'analyse du contenu en ADN, les cellules ont été récoltées par ajout de trypsine, lavées deux fois avec du 

PBS puis fixées dans 70% d‟éthanol glacé pendant un minimum de 3h. Elles ont ensuite été traitées avec la 

RNase A (0,5 mg/mL) dans une solution de PI (50 g/mL) pendant 30 min. L‟index mitotique a été évalué 

par marquage de l‟histone H3 phosphorylée (H3-P, Ser10). Les analyses ont été effectuées par 

cytofluorométrie à l'aide d'un Coulter EpicsXL.  

 

Préparation de centrosomes 

 

 Les centrosomes ont été purifiés à partir de  1x10
9
 cellules HeLa S3, contrôles ou traitées, selon le 

protocole de Moudjou et Bornens (70). Brièvement, les cellules ont été lysées après dépolymérisation des 

microtubules et des filaments d‟actine à l'aide de 0.2 M de nocodazole et 1 g/mL de cytochalasine D 

pendant 1h à 37°C puis soumises à deux ultracentrifugations séquentielles sur gradient discontinu de sucrose 

(70%-50%-40%). Le dernier gradient a été récolté en 14 fractions de 1 mL utilisées pour l'immunobuvardage 

de type Western. 

 

Spectrométrie de masse 

 

 Les échantillons ont été séparés sur gel 10% polyacrylamide et colorés au bleu de coomassie. Les 

bandes protéiques provenant de chaque condition ont été décolorées avec 50% méthanol, réduites par un 

traitement à 10 mM DTT (1h, 56°C) et alkylées pour 1h à la température de la pièce dans une solution         

55 mM chloroacetamide.  La digestion s'est effectuée avec une solution contenant de la trypsine dans 50 mM 

de bicarbonate d'ammonium pendant 8h à 37°C et 600 rpm. Les peptides ont été extraits des morceaux de gel 
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avec une solution 90% d' acétonitrile et 0.5 M urée. Les échantillons ont ensuite été séchés par SpeedVac 

puis solubilisés avec une solution 5% d'acétonitrile et 0.2% d'acide formique avant d'être déposés sur des 

colonnes C18 (150 m X 10 cm) à phases inversées sur un système de chromatographie Eksigent nanoLC-

2D. Les peptides furent élués par un gradient 10-60% acétonitrile contenant 0.2% acide formique pendant   

56 min, directement connecté à un spectromètre de masse LTQ-Orbitrap (ThermoFisher) et les données ont 

été analysées à l'aide des logiciels Mascot (Matrix Science) et ProteoProfile. 

 

Immunobuvardage de type Western 

 

 Les extraits protéiques ont été séparés par SDS-PAGE et transférés sur des membranes de 

nitrocellulose Hybond ECL (GE HealthCare Life Science, Piscataway, NJ) ou de polyvinylidene fluoride 

(PVDF) (Millipore Corp.). Les membranes ont été bloquées dans une solution de 5% (p/v) de lait dans du 

PBS pendant 1h ou selon les spécificités recommandées par les manufacturiers pour chaque anticorps. Les 

protéines ont été détectées par immunobuvardage de type Western avec les anticorps primaires appropriés et 

les anticorps secondaires correspondants conjugués à la HRP en utilisant la solution de détection ECL ou 

ECL Plus selon les recommandations du manufacturier (GE HealthCare Life Science). 

 

Immunofluorescence indirecte 

 

 Les cellules ont été cultivées sur des lamelles et utilisées pour les expériences d‟immunofluorescence 

indirecte 24h ou 72h après ensemencement. Les lamelles ont été lavées avec du PBS et fixées dans 3,7% de 

formaldéhyde, 20 min à température pièce,  puis dans du méthanol 100%  glacé, 20 min à -20°C, après 

perméabilisation dans une solution PBS-0,2% saponine. Alternativement, les cellules ont été fixées dans un 

mélange 50% méthanol/50% acétone glacé pendant 20 min à -20°C. Toutes les étapes suivantes ont été faites 

à température pièce. Les lamelles ont été réhydratées dans du PBS pendant 10 min puis mises dans une 

solution de blocage pendant 30 min. Les lamelles ont ensuite été rincées 3 fois dans du PBS puis incubées 

pendant 1h avec l‟anticorps primaire approprié (1/25 à 1/1000 selon les anticorps). Après 3 lavages dans du 

PBS, les lamelles ont été incubées avec les anticorps secondaires adéquats (1/800) AlexaFluor 488 ou Texas 

Red (Molecular Probes/Invitrogen Corp., Carlsbad, CA). L‟ADN a été marqué avec une solution contenant 1 

g/mL de DAPI. Pour finir, les lamelles ont été retournées sur 5 L de mowiol (Sigma-Aldrich) puis laissées 

dans le noir à 4°C toute la nuit. Les cellules ont été photographiées avec une caméra digitale IEEE1394 
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14bits refroidie Pelletier Photometrics CoolSnap HQ2 reliée au logiciel NIS-Elements AR3.0 via un 

microscope Nikon Eclipse 600 (E-600). 

 

Production des lentivirus et infections virales 

 

 Les lentivirus ont été produits en transfectant les cellules 293FT avec le vecteur pLenti CMV/TO 

Puro DEST (670-1) (gracieuseté du Dr Éric Campeau, University of Massachusetts Medical School, 

Worcester, Massachusetts, USA) soit vide, soit contenant les séquences codant pour les protéines de fusion 

GFP-CLS, GFP-CHK2WT-CLS, GFP-CHK2(K249R)-CLS ou GFP-CHK2(D347A)-CLS. Les cellules 

293FT ont été ensemencées dans des flacons de 150 cm
2
 dans du milieu sans P/S. Lorsqu'elles ont atteint 

80% de confluence, les cellules ont été transfectées avec les vecteurs d'expressions et le plasmide de 

l'enveloppe virale (pVPack-VSV-G) (gracieuseté du Dr Éric Campeau, University of Massachusetts Medical 

School, Worcester, Massachusetts, USA) en utilisant la lipofectamine 2000. Après 16h d'incubation à 37°C, 

les cellules ont été lavées puis mises en culture dans du milieu complet. Les surnageants ont été récoltés 

toutes les 24h pendant 48h puis filtrés. Enfin, les virus ont été concentrés par ultracentrifugation et 

resuspendus dans 1/10
è
 du volume initial avant d'être congelés à -80C. Les cellules Hela et U2OS ont été 

infectées par l'ajout de surnageant rétroviral en présence de polybrene (6 µg/ml, Sigma-Aldrich Corp.). 

 

Résultats 

 

Les kinases ATM-P, ATR-P et CHK1 sont localisées au niveau des centrosomes en phase G2 avant et 

après traitement génotoxique 

 

 Pour étudier la localisation intracellulaire des kinases d'intérêt, des cellules HeLa S3 ont été 

synchronisées par double bloc thymidine à la transition G1/S du cycle cellulaire puis relarguées dans du 

milieu frais. Lorsque les cellules ont atteint la phase G2, elles ont été traitées ou non avec un agent 

génotoxique, le VP-16, pour induire des dommages à l‟ADN et activer le point de contrôle en G2/M. La 

synchronisation des cellules a été vérifiée par cytométrie de flux. 

 

 Dans les cellules synchronisées en phase G2 et non traitées, ATM-P (Ser1981) (Fig. 3A), ATR-P 

(Ser428) (Fig. 4A) et CHK1 (Fig. 5A) colocalisent avec la -tubuline au niveau des centrosomes. Après 
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traitement de 2h au VP-16 les mêmes kinases ont été observées au niveau des centrosomes (Fig. 3A, 4A et 

5A). Toutefois, la quantification de l'intensité du signal des 3 kinases au niveau des centrosomes a révélé une 

légère diminution du marquage 2h après traitement au VP-16 (Fig. 3B, 4B et 5B). 

 

  La présence de ATM-P (Ser1981)  au niveau des sites de dommage à l‟ADN avec -H2AX fût 

également observée chez les cellules HeLa S3 asynchrones soumises aux irradiations ionisantes (6 Gy) (Fig 

6A). La spécificité de l‟anticorps anti-ATM-P (Ser1981) fût également contrôlée en utilisant des fibroblastes 

humains HCA2 asynchrones non-traités et transfectés avec un shRNA dirigé contre l'ARNm d'ATM (Fig. 

6B). Dans les cellules transfectées avec un shRNA contrôle, ATM-P (Ser1981) colocalise avec la -tubuline 

au niveau des centrosomes. Par contre, dans les cellules transfectées avec un shRNA dirigé contre l'ARNm 

d'ATM, le signal au niveau des centrosomes disparaît. La spécificité des anticorps anti-ATR-P (Ser 428)  et 

anti-CHK1 a été démontrée précédemment par d'autres groupes (75, 76) 

 

 Un anticorps générique qui reconnaît le motif consensus de phosphorylation des substrats 

phosphorylés par ATM et ATR a révélé un marquage au niveau des centrosomes dans les cellules 

synchronisées en phase G2 et non traitées (Fig. 7A). Après traitement au VP-16 (2h), une forte augmentation 

du signal a été observée au niveau du noyau et la localisation centrosomale persistait. La quantification de 

l'intensité du signal au niveau des centrosomes indique qu‟il n‟y a pas de différences entre avant et après 

l'induction de dommages à l‟ADN par le VP-16 (Fig. 7B). Des expériences similaires en utilisant un 

anticorps générique qui reconnaît le motif consensus de phosphorylation des substrats phosphorylés par 

MAPK/CDK n'ont révélé aucun signal au niveau des centrosomes, que ce soit dans les cellules synchronisées 

en phase G2 contrôles ou traitées au VP-16 (Fig. 8). 

 

 Ces résultats suggèrent que ATM-P (Ser1981), ATR-P (Ser428) et CHK1 sont présentes au niveau 

des centrosomes dans les cellules synchronisées en phase G2 non traitées, et qu'une partie de ces kinases 

quitte les centrosomes 2h après l'induction d'un dommage à l'ADN par le VP-16. Les résultats suggèrent 

également que les voies de signalisation MAPK/CDK ne sont pas impliquées au niveau des centrosomes 2h 

après un traitement au VP-16.  
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La kinase CHK2 est localisée au niveau des centrosomes en interphase et en mitose 

 

 De la même manière, pour étudier la localisation intracellulaire de CHK2, des cellules HeLa S3 ont 

été synchronisées puis traitées ou non avec  le VP-16 pour induire des lésions à l‟ADN lorsqu'elles ont atteint 

la phase G2. Dans ces expériences, la synchronisation des cellules a également été vérifiée par cytométrie de 

flux. Dans les cellules synchronisées en phase G2 et non traitées, CHK2-P (Thr68) colocalise avec la            

-tubuline au niveau des centrosomes (Fig. 9). Après un traitement de 2h au VP-16 une augmentation du 

signal CHK2-P (Thr68) fut observée au niveau du noyau et le signal au niveau des centrosomes a disparu 

(Fig. 9).  Pour contrôler l'efficacité et la spécificité de l‟anticorps anti-CHK2-P (Thr68) utilisé, une série 

d'expériences a été effectuée. Les cellules HeLa S3 asynchrones ont été soumises ou non aux irradiations 

ionisantes (6 Gy) et une forte colocalisation de CHK2-P (Thr68) avec -H2AX fut observée après irradiation 

(Fig. 10A). Toutefois, ce même anticorps révélait un marquage non spécifique dans les cellules HCT-116 

déficiente en CHK2 asynchrones non traitées remettant en question les résultats précédents (Fig. 10B). Une 

douzaine d‟autres anticorps anti-CHK2 ou anti-CHK2-P (Thr68 ou autres) ont alors été testé dans les cellules 

HCT-116 WT et CHK2
-/- 

asynchrones contrôles ou traitées au VP-16 pendant 2h.  Les marquages étaient non 

spécifiques ou absents au niveau des centrosomes (Table 1). 

 

 Pour solutionner ce problème, des cellules U2OS ont alors été transfectées avec un plasmide 

exprimant HA-CHK2 ou HA-GAB1, une protéine non centrosomale (71). 24h après transfection, les cellules 

en interphase (Fig. 11A) ou en mitose (Fig. 11B) exprimaient HA-CHK2 au niveau des centrosomes, 

contrairement aux cellules contrôles transfectées avec le vecteur vide ou avec le plasmide exprimant HA-

GAB1. Pour valider la présence de CHK2 au niveau des centrosomes, des immunobuvardages de type 

Western ont été fait à partir d'extraits protéiques de fractions enrichies en centrosomes obtenus à partir de 

cellules HeLa S3. Un contrôle négatif provenant de cellules HCT-116 CHK2
-/-

 a également été analysé. 

CHK2 est présente dans les fractions 5 et 6 des préparations de centrosomes obtenus à partir des cellules 

HeLa S3 et absente dans les échantillons provenant des cellules HCT-116 CHK2
-/-

 (Fig. 11C). La présence de 

la  -tubuline et de la centrine, des marqueurs protéiques centrosomaux (72-74), a également été révélé (Fig. 

11C). Ces dernières expériences supportent la présence de CHK2 au niveau des centrosomes. 
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Construction de vecteur d'expression exprimant des protéines CHK2 chimériques et localisation 

centrosomale 

 

 Pour étudier plus particulièrement la fonction de CHK2 au niveau des centrosomes, des lignées de 

cellules HeLa et U2OS qui exprimeront, sous le contrôle d‟un promoteur inductible, la protéine CHK2 

sauvage ou des formes inactives (D347A et K249R), fusionnées à une étiquette fluorescente GFP et une 

séquence de localisation centrosomale (CLS) sont en cours de développement au laboratoire (Fig. 12A). 

Cette approche ainsi que l‟efficacité de la séquence CLS a été vérifiée par infection des cellules U2OS avec 

une construction contrôle GFP-CLS. L'expression du transgène a été induite par l'ajout de doxycycline et 48h 

après induction, la protéine chimérique GFP-CLS fut localisée au niveau des centrosomes avec la -tubuline, 

contrairement aux cellules non induites où une absence de marquage est observée (Fig. 12B). Cette approche 

pour cibler une protéine au niveau des centrosomes semblant fonctionner, les différentes lignées cellulaires 

pourront donc être utilisées pour déterminer le rôle de la sous population de CHK2 localisée  au niveau des 

centrosomes, 1) dans la régulation de l‟entrée en mitose au cours d‟un cycle normal, 2) dans l‟activation et la 

stabilité du point de contrôle en G2/M en réponse aux lésions l‟ADN et 3) dans l‟homéostasie et la 

dynamique des centrosomes en réponse aux dommages à l‟ADN. 

 

Analyse comparative des protéomes de centrosomes purifiés par spectrométrie de masse 

 

 Pour identifier de nouveaux acteurs centrosomaux potentiellement impliqués dans la régulation du 

point de contrôle en G2/M induit par des lésions de l‟ADN, une analyse comparative des protéomes de 

centrosomes purifiés a été réalisée par spectrométrie de masse. Brièvement, les cellules ont été synchronisées 

en phase G2 et le point de contrôle en G2/M a été activé ou non par ajout de VP-16 (3h). À partir de ces 

cellules, les centrosomes ont été purifiés par gradient discontinu de sucrose et les échantillons ont été 

envoyés à la plateforme de protéomique de l‟IRIC pour une analyse comparative par spectrométrie de masse. 

 

 L‟analyse a révélé un total de 823 protéines qui ont été classifiées selon leurs fonctions cellulaires et 

selon leurs localisations telles que décrites à ce jour (Table 2A-B). La majorité de ces protéines démontrent 

un faible taux de variation entre l'échantillon contrôle et l'échantillon traité au VP-16 (Table 2A). Les 

protéines potentiellement les plus intéressantes dans le cadre de cette étude sont celles classifiées dans les 

fonctions "cycle cellulaire" (Table 2C) et "dommages à l‟ADN" (Table 2D). Parmi les protéines impliquées 

dans le cycle cellulaire, 25% sont décrites comme localisées au niveau des noyaux, 35% au niveau du 
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cytoplasme et 20% au niveau des centrosomes (Table 2C). Pour les protéines impliquées dans la réponse aux 

dommages à l‟ADN (Table 2D), la plupart sont connues pour être localisées au niveau des noyaux, et 

étonnement aucune n‟a été localisée précédemment aux centrosomes (Table 2B). 

 

Étude préliminaire de 6 protéines-candidates 

 

 Parmi les protéines impliquées dans le cycle cellulaire ou la réponse aux dommages à l'ADN, 6 

protéines candidates ont été sélectionnés pour une étude plus approfondie : Nucleophosmine, ch-TOG 

(CKAP5), RCC1, RCC2, FANCI et Reptin 52. Ces 6 protéines candidates ont été sélectionnées car elles ont 

une fonction liée aux centrosomes ou à la mitose et que le ratio VP/CTRL est élevé. Cependant, d‟autres 

protéines pourraient être tout aussi intéressantes et analysées ultérieurement. 

 

 Afin de valider la localisation intracellulaire des 6 protéines candidates sélectionnées, des cellules 

U2OS contrôles ou collectées après 2h de traitement au VP-16 ont été utilisées pour une analyse par 

microscopie à fluorescence. ch-TOG (CKAP5) se localise au niveau des centrosomes avec la -tubuline 

dans les cellules contrôles et traitées. Reptin 52 se localise au niveau des centrosomes avec la -tubuline 

dans les cellules contrôles et le signal semble diminuer dans les cellules après 2h de traitement au VP-16. Au 

contraire, les protéines Nucléophosmine, RCC1, RCC2 et FANCI ne semblent pas être localisées au niveau 

des centrosomes dans cette étude préliminaire (Fig. 13 A-F).   

 

Discussion 

 

 Dans ce mémoire sont décrits les résultats de mon projet de recherche qui portait sur le rôle des 

centrosomes dans la régulation du point de surveillance en G2/M en réponse aux dommages à l‟ADN. Notre 

hypothèse était que les centrosomes agissent comme sites d'intégration de voies de signalisation du point de 

contrôle en G2/M. Nous montrons ici que les kinases impliquées dans les voies de signalisation de ce point 

de contrôle (ATM, ATR, CHK1 et CHK2) sont actives dans les centrosomes de cellules en phase G2 et qu'en 

réponse à l‟activation du point de contrôle en G2/M, les formes actives de ces kinases diminuent au niveau 

des centrosomes. Nous avons également réalisé une analyse comparative des protéomes de centrosomes 

purifiés par spectrométrie de masse pour identifier de nouveaux acteurs centrosomaux potentiellement 

impliqués dans la régulation de ce point de contrôle. Ce projet a également permis de développer des outils 
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moléculaires pour étudier plus spécifiquement le rôle de la sous population centrosomale de CHK2 dans 

l‟activation et la stabilité du point de contrôle en G2/M en réponse aux lésions de l‟ADN. À long terme, cette 

étude permettra de mieux comprendre la fonction des centrosomes dans la réponse cellulaire au stress 

génotoxiques anti-cancereux et de révéler de nouvelles fonctions potentielles pour la kinase CHK2. 

 

 Nos observations révèlent que les kinases ATM, ATR, CHK1 et CHK2 sont présentes au niveau des 

centrosomes dans les cellules synchronisées en phase G2 qu'elles aient un point de contrôle en G2/M actif ou 

non. Ces résultats sont en corrélation avec les travaux d'autres groupes (77-79) et permettent de confirmer 

l'activation des voies ATM/CHK2 et ATR/CHK1 en réponse aux dommages à l'ADN au niveau des 

centrosomes. Cependant, nos observations ont également montrées qu'une partie de ces kinases quitte les 

centrosomes 2h après l'induction d'un dommage à l'ADN par le VP-16. Nous ne comprenons pas la 

signification de cette diminution et il serait intéressant de savoir si ce phénomène est progressif au cours du 

temps ou non. Une étude cinétique par immunofluorescence indirecte sur les cellules synchronisées en phase 

G2 puis traitées ou non au VP-16 permettrait de répondre à cette question. L'addition d'un épitope fluorescent 

à ces protéines nous permettrait également de suivre en temps réel par imagerie (time-life vidéo), les 

mouvements de ces protéines des centrosomes aux noyaux ou vice-versa. Ces études pourraient également 

être répétées avec des mutants de phosphorylation pour nous permettre de comprendre davantage la 

signification du phénomène. 

 

 De précédents travaux sur CHK1 ont mis en évidence le rôle de cette kinase dans la transition G2/M 

au niveau des centrosomes (8, 78) et nous ont permis d'émettre l'hypothèse selon laquelle CHK2 pourrait 

également être importante dans la régulation de ce point de contrôle du cycle cellulaire. Nous avons  donc 

mis au point les outils moléculaires nécessaires pour étudier plus spécifiquement le rôle de la sous population 

centrosomale de CHK2 dans ce phénomène. À ce jour, nous avons montré que notre approche pour cibler 

une protéine au niveau des centrosomes est fonctionnelle et les différentes lignées U2OS et HeLa exprimant 

la protéine CHK2 sauvage ou des formes inactives (D347A et K249R) au niveau des centrosomes sont en 

cours de caractérisation au laboratoire. Ces outils moléculaires permettront d'étudier le rôle de CHK2 dans la 

régulation de l‟entrée en mitose au cours d'un cycle normal et en réponse aux dommages à l'ADN mais 

également dans l‟homéostasie et la dynamique des centrosomes en réponse aux lésions de l‟ADN.  

 

 Enfin, notre expérience de spectrométrie de masse nous a permis de faire une étude préliminaire sur 6 

protéines  candidates (ch-TOG, RCC1, RCC2, Reptin 52, Nucleophosmine et FANCI) ayant un rôle potentiel 
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dans la régulation du point de contrôle en G2/M. Parmi ces 6 protéines candidates, ch-TOG et Reptin 52 

semblent les plus indiquées pour une étude plus approfondie. En effet, ch-TOG est une protéine connue pour 

être localisée aux centrosomes et avoir un rôle dans la polymérisation et la stabilisation des microtubules au 

niveau des pôles mitotiques (80,81). Reptin 52 est quant à elle une protéine localisée au niveau des fuseaux 

mitotiques et des midbodies. C‟est une ATPase impliquée dans le remodelage de la chromatine (82). Nos 

résultats préliminaires montrent une localisation centrosomale pour ces deux protéines dans des cellules 

asynchrones ou traitées au VP-16 pendant 2h. Il paraît donc intéressant de poursuivre les expériences avec 

ces 2 protéines candidates qui pourraient potentiellement avoir un rôle important au niveau des centrosomes à 

la transition G2/M et en réponse aux dommages à l'ADN. Par contre, les 4 autres protéines candidates, 

RCC1, RCC2, Nucleophosmine et FANCI ne semblent pas indiquées pour une étude plus approfondie bien 

qu'elles aient un rôle dans la mitose ou la réparation des dommages à l'ADN (83-85). En effet, RCC1, RCC2 

et FANCI sont des protéines nucléaires et nécessaires seulement au moment de la mitose (83,85). La 

nucléophosmine est quant à elle une protéine nucléolaire qui est associée aux centrosomes seulement au 

moment de la mitose (84). Ces données, en accord avec nos résultats préliminaires en immunofluorescence 

indirecte,  appuient le fait que ces 4 protéines ne semblent pas être de bons candidats centrosomaux. Il est 

cependant important de noter que ces résultats proviennent d'une seule analyse de spectrométrie de masse 

effectuée à partir de fractions centrosomales ayant des contaminants nucléaires. De plus, les kinases ATM, 

ATR, CHK1 et CHK2 n'ont pas été détectées lors de cette analyse. Cela suggère qu'au minimum une autre 

analyse sur de nouveaux échantillons est nécessaire et qu'il faudrait peut-être changer les paramètres de cette 

analyse et ajouter des contrôles positifs. A court terme, nous pourrions également, à l'aide du logiciel Mascot, 

rechercher spécifiquement des peptides de ATM, ATR, CHK1 ou CHK2 dans l'analyse précédente. En effet, 

en analyse de spectrométrie de masse, il n'est pas rare que certains peptides échappent à l'analyse s'ils sont 

très peu abondants. En demandant au logiciel de reprendre l'analyse en cherchant spécifiquement certains 

peptides, il n'est pas impossible en théorie, de retrouver ces peptides peu abondants. 

 

 Ultimement, cette étude pourra permettre de mieux comprendre la fonction des centrosomes dans la 

réponse cellulaire au stress génotoxiques anti-cancereux et de révéler de nouvelles fonctions potentielles pour 

la kinase CHK2. 
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Tables 

 

 
Table 1.  Spécificité des anticorps CHK2 utilisés dans cette étude. 

 

 
 
* Données compilées à partir de 2 expériences pour chaque anticorps. 
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Table 2.  Analyse du protéome de centrosomes isolés à partir de cellules HeLa S3 synchronisées en 

phase G2 versus synchronisées en phase G2 et traitées au VP-16. 

 

 

 

A)  Classification des protéines selon leur fonction et ratio d'expression cellules traitées au VP-16 / cellules  

      non traitées. 
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B)  Classification des protéines selon leur fonction et leur localisation décrite ou connue. 
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C)  Liste des protéines identifiées par MS/MS ayant une fonction décrite au niveau du cycle cellulaire. 
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D)  Liste des protéines identifiées par MS/MS ayant une fonction décrite au niveau de la réponse aux 

dommages à l'ADN   
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Légende des figures 
 

Fig. 1. Représentation schématique des voies de signalisation impliquées dans l'entrée de la mitose. 

 

Fig. 2. Représentation schématique des voies de signalisation impliquées dans le point de contrôle du cycle 

cellulaire à la transition G2/M. 

 

Fig. 3. Le niveau d'expression d'ATM-P (Ser1981) diminue au niveau des centrosomes après un 

traitement au VP-16.   A) Les cellules HeLa S3 ont été synchronisées par double bloc thymidine à la 

transition G1/S puis relarguées dans le cycle cellulaire pendant 6 heures pour atteindre la phase G2 (G2 

control). Les cellules sont alors traitées avec 50 M de VP-16 pendant 2h (G2 + étoposide 2h). Les profils du 

contenu en ADN mesuré par cytometrie de flux sont illustrés à droite.  La microscopie à fluorescence 

indirecte à été réalisée avec un anticorps reconnaissant ATM-P (Ser1981) (Texas Red - rouge), la γ-tubuline 

(AlexaFluor 488 - vert) et le DAPI (bleu). Les flèches indiquent les centrosomes. B) L‟intensité de 

fluorescence du signal rouge au niveau des centrosomes a été quantifiée dans 250 cellules contrôles ou 

traitées obtenues dans 3 expériences distinctes (n=3). Les barres d'erreur représentent l'erreur standard sur la 

moyenne, et les symboles correspondent aux cellules G2 contrôles (CTL), ou les cellules G2 traitées au VP-

16 (VP). 

 

Fig. 4. Le niveau d'expression d'ATR-P (Ser428) diminue au niveau des centrosomes après un 

traitement au VP-16.   A) Les cellules HeLa S3 ont été synchronisées par double bloc thymidine à la 

transition G1/S puis relarguées dans le cycle cellulaire pendant 6 heures pour atteindre la phase G2 (G2 

contrôle). Les cellules sont alors traitées avec 50 M de VP-16 pendant 2h (G2 + étoposide 2h). La 

microscopie à fluorescence indirecte à été réalisée avec un anticorps reconnaissant ATR-P (Ser428) (Texas 

Red - rouge), la γ-tubuline (AlexaFluor 488 - vert) et le DAPI (bleu). Les flèches indiquent les centrosomes. 

B) L‟intensité de fluorescence du signal rouge au niveau des centrosomes a été quantifiée dans 250 cellules 

contrôles ou traitées obtenues dans 3 expériences distinctes (n=3). Les barres d'erreur représentent l'erreur 

standard sur la moyenne, et les symboles correspondent aux cellules G2 contrôle (CTL), ou les cellules G2 

traitées au VP-16 (VP). 

 

Fig. 5. Le niveau d'expression de CHK1 diminue au niveau des centrosomes après un traitement au 

VP-16.   A) Les cellules HeLa S3 ont été synchronisées par double bloc thymidine à la transition G1/S puis 

relarguées dans le cycle cellulaire pendant 6 heures pour atteindre la phase G2 (G2 contrôle). Les cellules 

sont alors traitées avec 50 M de VP-16 pendant 2h (G2 + étoposide 2h). La microscopie à fluorescence 

indirecte à été réalisée avec un anticorps reconnaissant CHK1 (Texas Red - rouge), la γ-tubuline (AlexaFluor 

488 - vert) et le DAPI (bleu). Les flèches indiquent les centrosomes. B) L‟intensité de fluorescence du signal 

rouge au niveau des centrosomes a été quantifiée dans 250 cellules contrôles ou traitées obtenues dans 3 

expériences distinctes (n=3). Les barres d'erreur représentent l'erreur standard sur la moyenne, et les 

symboles correspondent aux cellules G2 contrôle (CTL), ou les cellules G2 traitées au VP-16 (VP). 

 

Fig. 6. Colocalisation d'ATM-P (Ser1981) avec γ-H2AX-P et spécificité de l'anticorps reconnaissant 

ATM-P (Ser1981). A) Les cellules HeLa S3 asynchrone (Ctrl) ont été exposées aux irradiations ionisantes 

(xxGy) et collecter 2 h après traitement (IR). La microscopie à fluorescence indirecte à été réalisée avec un 

anticorps reconnaissant ATM-P (Ser1981) (Texas Red - rouge), γ-H2AX-P (AlexaFluor 488 - vert) et le 

DAPI (bleu). Micrographies représentatives de 2 expériences. B) Les fibroblastes HCA2 asynchrones 

stablement transfectés avec un shARN contrôle (shRNA GFP) ou ciblant l'ARNm d'ATM (SHRNA ATM) 

ont été fixés et marqués avec un anticorps contre ATM-P (Ser1981) (Texas Red - rouge), la γ-tubuline 
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(AlexaFluor 488 - vert) et le DAPI (bleu). Micrographies représentatives de 2 expériences. Les flèches 

indiquent les centrosomes. 

 

Fig. 7. Les substrats phosphorylés par ATM/ATR sont localisés au niveau des centrosomes. A) 

Microscopie à fluorescence indirecte des cellules HeLa S3 synchronisées en phase G2 (G2 contrôle), puis 

traitées au VP-16 pendant 2 h  (G2 + étoposide 2h). Le triple marquage a été réalisé avec un anticorps 

reconnaissant le site consensus des substrats phosphorylés par ATM/ATR (Texas Red - rouge), la γ-tubuline 

(AlexaFluor 488 - vert) et le DAPI (bleu). Les flèches indiquent les centrosomes.  B) L‟intensité de 

fluorescence du signal rouge au niveau des centrosomes a été quantifiée dans 250 cellules contrôles ou 

traitées obtenues dans 3 expériences distinctes (n=3). Les barres d'erreur représentent l'erreur standard sur la 

moyenne, et les symboles correspondent aux cellules G2 contrôle (CTL), ou les cellules G2 traitées au VP-16 

(VP). 

 

Fig. 8. Les substrats phosphorylés par MAPK/CDK ne sont pas localisés au niveau des centrosomes. A) 

Microscopie à fluorescence indirecte des cellules HeLa S3 synchronisées en phase G2 (G2 contrôle), puis 

traitées au VP-16 pendant 2 h  (G2 + étoposide 2h). Le triple marquage a été réalisé avec un anticorps 

reconnaissant le site consensus des substrats phosphorylés par MAPK/CDK (Texas Red - rouge), la γ-

tubuline (AlexaFluor 488 - vert) et le DAPI (bleu). Micrographies représentatives de 3 expériences. 

 

Fig. 9. CHK2-P (Thr68) est localisé au niveau des centrosomes.  Microscopie à fluorescence indirecte des 

cellules HeLa S3 synchronisées en phase G2 (G2 contrôle), puis traitées au VP-16 pendant 2 h  (G2 + 

étoposide 2h). Le triple marquage a été réalisé avec un anticorps reconnaissant CHK2-P (Thr68) (Texas Red 

- rouge), la γ-tubuline (AlexaFluor 488 - vert) et le DAPI (bleu). Les flèches indiquent les centrosomes. 

 

Fig. 10. Colocalisation de CHK2-P (Thr68) avec γ-H2AX-P et spécificité de l'anticorps reconnaissant 

CHK2-P (Thr68).  A) Les cellules HeLa S3 asynchrones (Ctrl) ont été exposées aux irradiations ionisantes 

(6Gy) et collectées 2 h après traitement (IR). La microscopie à fluorescence indirecte a été réalisée avec un 

anticorps reconnaissant CHK2-P (Thr68) (Texas Red - rouge), la γ-tubuline (AlexaFluor 488 - vert) et le 

DAPI (bleu). Micrographies représentatives de 2 expériences. B) Les fibroblastes HCT-116 parentales et 

HCT-116 CHK2-/- asynchrones ont été fixées et marquées avec un anticorps reconnaissant CHK2-P (Thr68) 

asynchrones et le DAPI (bleu). Micrographies représentatives de 3 expériences. Les flèches indiquent les 

centrosomes. 

 

Fig. 11.  CHK2 est localisé au niveau des centrosomes. Les cellules U2OS ont été transfectées 

provisoirement avec les vecteurs d'expression exprimant HA-CHK2, HA-GAB1 ou avec le vecteur vide 

(contrôle). A) Représentation de cellules en interphase ou,  B) de cellules en mitose exprimant HA-CHK2 ou 

HA-GAB1 (Texas Red - rouge), la γ-tubuline (AlexaFluor 488 - vert). Les noyaux sont visualisés par une 

coloration au DAPI (bleu). Les flèches indiquent les centrosomes. Micrographies représentatives de 2 

expériences.  C) Immunobuvardage de type Western des fractions enrichies en centrosomes purifiées à partir 

de cellules HeLa S3 synchronisées en phase G2.  Des extraits protéiques totaux obtenus des cellules 

asynchrones HCT-116 parentales, HCT-116 CHK2-/- et Hela S3 sont utilisés comme contrôles.  L'expression 

de CHK2, centrin et- γ-tubuline est illustré. Représentatif de 3 expériences.  

 

Fig. 12. A) Représentation schématique des protéines CHK2 sauvage ou mutées (dominant négatif), 

fusionnés à une étiquette fluorescente GFP, une étiquette HA et une séquence de localisation centrosomale 

(CLS) ainsi que la construction contrôle GFP-CLS. B) Les cellules U2OS exprimant un système inductible à 

la doxycycline ont été infectées avec une construction contrôle GFP-CLS. Avant et après induction à la 
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doxycycline puis fixés et marqués avec un anticorps contre la γ-tubuline (rouge) ou le DAPI (bleu). Les 

flèches indiquent les centrosomes. 

 

Fig. 13. Résultats préliminaires de six protéines candidates identifiées par spectrométrie de masse. 

Microscopie à fluorescence indirecte de cellules U2OS asynchrones contrôles (Ctrl) ou traitées au VP-16 

pendant 2 h (VP 2h). Les cellules fixées ont été marquées avec un anticorps contre Nucleophosmin (A), ch-

TOG (B), RCC1 (C), RCC2 (D), FANCI (E), Reptin 52 (F) (Texas Red - rouge), la γ-tubuline (AlexaFluor 

488 - vert) ou le DAPI (bleu). Micrographies représentatives de 1 expérience.  
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Introduction. Un des thèmes récurrents de la recherche actuelle sur les drogues anti cancer est la conception 

d‟approches thérapeutiques qui exploitent la spécificité génétique des cellules tumorales. Depuis quelques 

années, la notion de « Synthetic Sickness/Lethality » (SSL) est étudiée dans ce but (Hartwell et al., 1997). 

Deux gènes A et B sont dit SSL si la mutation de l'un ou l'autre gène seul est compatible avec la viabilité 

cellulaire mais la mutation simultanée des deux gènes cause la mort des cellules (Kaelin, 2005). Le concept 

de SSL a été suggéré pour choisir des nouvelles cibles thérapeutiques en 1997 par Hartwell et al.. Par 

exemple, si un gène suppresseur de tumeur et un deuxième gène sont SSL, l'inhibition du deuxième gène 

pourrait sélectivement tuer les cellules tumorales. Plus précisément, Hartwell et al. a souligné le potentiel des 

interactions SSL entre les protéines du « mismatch repair » (MMR) et les polymérases de l'ADN, une 

hypothèse basée principalement sur des études dans la levure (Morrison et al., 1993). 

 

La voie du MMR est une voie de réparation de l'ADN fortement conservée qui reconnaît et répare les erreurs 

d‟appariement de base qui surgissent pendant la réplication ou la recombinaison de l'ADN (Martin et al., 

2010). Le rôle de cette voie a été en grande partie étudié en réponse aux dommages à l'ADN induits par les 

agents chimiothérapiques (Brown et al., 2003) et il a été reporté que les protéines du MMR jouent un rôle clé 

dans la mort cellulaire en réponse à différentes drogues endommageant l‟ADN (O‟Brien et al., 2006). La 

reconnaissance des disparités est médiée par deux hétérodimères MutS ; MutSα (composé de MSH2 et 

MSH6) ou MutSß (composé de MSH2 et MSH3). MutL (un hétérodimère de MLH1 et PMS2 ou PMS1) est 

par la suite recruté par MSH2 pour former un complexe ternaire avec un des complexes MutS et promouvoir 

la signalisation intracellulaire pour amorcer l'excision et la réparation de la disparité (Iyer et al., 2006 ; 

Martin et al., 2010). Les protéines du MMR sont également impliquées dans la réparation des dommages à 

l‟ADN causés par des stresses oxydatifs (Macpherson et al., 2005), notamment chez S. cerevisiae (Ni et al., 

1999). Guanine 8-oxo-7,8-dihydroguanine (8-oxoG) est une des lésions oxydatives majeures de l'ADN 

(Kasai et al., 1984) et est fortement mutagénique car elle peut s'appareiller avec l‟adénine aussi bien que la 

cytosine (Maki et al., 2002). Les cellules de mammifères possèdent plusieurs mécanismes pour gérer ces 

lésions oxydatives dont ceux impliquant la glycosylase OGG1 (Klungland et Bjelland, 2007) ou la 

glycosylase MUTYH (Oka et al., 2008). MUTYH reconnait la paire de base 8-oxoG:A et enlève l‟adénine 

tandis que OGG1 enlève l‟8-oxoguanine pour reconstituer la séquence d‟ADN originale (Paz-Elizur et al., 

2008). 
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« Synthetic Sickness/Lethality » et « mismatch repair » (Fig 1). Afin d‟étudier les interactions SSL dans 

les cellules humaines, Martin et al. se sont servis de modèles isogéniques de déficience pour MLH1 ou 

MSH2. Tout au long de cet article, ils ont utilisé la lignée cellulaire d‟adénocarcinome colique humain 

HCTT116 caractérisée par une mutation homozygote du gène MLH1 et une lignée dérivée, HCT116+Chr3, 

ayant un chromosome 3 humain supplémentaire qui exprime un allèle fonctionnel de MLH1. Pour MSH2, ils 

ont utilisé la lignée cellulaire endométriale HEC59 caractérisée par des mutations non-sens hétérozygotes et 

une lignée dérivée, HEC59+Chr2, ayant un chromosome 2 humain supplémentaire qui exprime un allèle 

fonctionnel de MSH2. En utilisant deux approches différentes, ARN interférence et essai clonogénique, ils 

ont établit une relation SSL entre MLH1 et POLG et entre MSH2 et POLB. Ces deux techniques permettent 

entre autre d‟étudier la survie cellulaire, comme dans cet article, et le fait d‟obtenir les mêmes résultats en 

utilisant deux méthodes différentes renforce la conclusion des auteurs. Enfin, en utilisant différentes autres 

lignées cellulaires tumorales et non tumorales et des inhibiteurs chimiques des polymérases, ils ont pu 

généraliser cette notion de SSL entre MLH1 et POLG et entre MSH2 et POLB. 

 

 

Importance du niveau d’expression des polymérases (Fig 2). Afin de mieux comprendre la relation SSL 

entre MLH1 et POLG et entre MSH2 et POLB, Martin et al. ont étudié le niveau d‟expression des ARN 

messagers (ARNm) de POLB et POLG dans leurs différentes lignées cellulaires. Ils ont mis en évidence une 

augmentation significative du niveau d‟expression de l‟ARNm de POLB pour les cellules déficientes en 

MSH2 et de l‟ARNm de POLG pour les cellules déficientes en MLH1. Une augmentation du niveau 

d‟expression des protéines correspondantes a également été observée par western blot. 

 

De façon intéressante, le niveau d‟expression des ARNm de POLB et POLG n‟était pas augmenté dans les 

cellules respectivement déficientes en MLH1 et MSH2 mais le niveau d‟expression de Msh2 augmentait dans 

les cellules Polb-/-. Par contre, il est à noter qu‟aucune étude sur le niveau d‟expression de Mlh1 n‟a été faite 

ce qui aurait pourtant été intéressant. Finalement, une expérience d‟immunohistochimie a permis de corréler 

ces variations d‟expression de POLB et POLG avec une déficience respectivement de MSH2 et MLH1 dans 

différentes tumeurs humaines. 

 

 

« Synthetic Sickness/Lethality » et lésions 8-oxoG (Fig 3). Les résultats précédents ont permis aux auteurs 

de se demander si leurs observations pouvaient être expliquées par un échec de réparation de lésions de 
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l‟ADN. Ils se sont intéressés aux lésions oxydatives 8-oxoG et leur lien avec les effets SSL MSH2/POLB et 

MLH1/POLG. La lésion 8-oxoG est une des lésions de l'ADN la plus commune résultant des espèces 

réactives de l‟oxygène et joue un rôle significatif dans la mutagenèse à cause de sa capacité à s'associer avec 

l‟adenine aussi bien que la cytosine. En utilisant un test ELISA, ils ont démontré qu‟il y avait une 

augmentation significative des lésions 8- oxoG dans les cellules déficientes pour MLH1 ou MSH2 quand les 

polymérases G et B sont respectivement inhibées par ARN interférence. Par ailleurs, comme contrôle négatif, 

ils ont inhibé plusieurs autres polymérases dans leurs lignées cellulaires déficientes pour MLH1 ou MSH2 et 

ont montré qu‟il n‟y avait pas d‟augmentation des lésions 8-oxoG. Ces résultats suggèrent que les effets 

observés sont bien spécifiques à POLB ou POLG. 

 

Les auteurs ont par la suite voulus approfondir leurs observations en étudiant la formation au cours du temps 

des lésions 8-oxoG. Ils ont alors découverts qu‟après inhibition des polymérases, les lésions 8-oxoG 

apparaissaient à la fois dans les cellules compétentes et déficientes pour MLH1 ou MSH2 mais que seules les 

cellules compétentes pouvaient réparer ces lésions. Dans les cellules déficientes, il y a persistance des lésions 

oxydatives et les auteurs ont suggéré que cette accumulation pourrait aboutir à la mort des cellules. Pour 

valider cette hypothèse, il aurait été intéressant d„effectuer un test de viabilité cellulaire (test au MTT) avec 

leur différentes lignées cellulaires, avant et après inhibition des polymérases. De plus, si les cellules ne 

réparent pas les dommages et que ceux-ci s‟accumulent, ça augmente le risque de cancer. 

 

En se basant sur le fait que POLG est mitochondriale et que POLB est principalement nucléaire (Loeb et 

Monnat, 2008), les auteurs ont émis l‟hypothèse selon laquelle la différence entre les SSL MLH1/POLG et 

MSH2/POLB est due à une accumulation des lésions 8-oxoG soit dans la mitochondrie soit dans le noyau. 

Après inhibition des polymérases et fractionnement cellulaire, ils ont mesuré par ELISA le taux des lésions 

8-oxoG dans le compartiment nucléaire ou mitochondrial de leurs différentes lignées cellulaires. Tout 

d‟abord, ils ont observé une accumulation des lésions 8-oxoG dans les cellules déficientes pour MSH2 

seulement après l‟inhibition de POLB et seulement dans la fraction nucléaire. Ils ont par la suite constaté une 

accumulation des lésions 8-oxoG dans les cellules déficientes pour MLH1 seulement après l‟inhibition de 

POLG et seulement dans la fraction mitochondriale. De façon intéressante, ces résultats ont été validés dans 

des modèles cellulaires additionnels ce qui constitue un bon contrôle pour leur expérience. Toutefois, afin de 

confirmer leurs résultats il aurait été souhaitable de faire une expérience d‟immunofluorescence indirecte 

avec un anticorps anti-8-oxoG. 
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La réparation des lésions 8-oxoG peut s‟effectuer via la voie du « base excision repair » (BER) avec 

l‟excision de la base oxydée par la glycosylase OGG1. Les auteurs ont précédemment montré que l‟inhibition 

de OGG1 entraine une augmentation des lésions 8-oxoG dans les cellules déficientes pour MLH1 et MSH2. 

Ils se sont donc intéressés à la dichotomie noyau-mitochondrie dans des fibroblastes embryonnaires de souris 

(MEF) exprimant soit une forme nucléaire, soit une forme mitochondriale, soit pas de OGG1 du tout. Par des 

expériences de « rescue », ils ont montré que l‟interaction SSL entre MSH2 et OGG1 était médiée par la 

perte de l‟activité nucléaire de OGG1 et que l‟interaction SSL entre MLH1 et OGG1 était médiée par la perte 

de l‟activité mitochondriale de OGG1. 

 

 

Rôle de la glycosylase MUTYH (Fig 4 et 5). Oka et al. ont montré que la mort cellulaire induite par 

l‟accumulation des lésions 8-oxoG nécessite l‟activité de la glycosylase MUTYH. Les auteurs ont donc 

voulus vérifier si les SSL MLH1/POLG et MSH2/POLB étaient dépendants de l‟activité de MUTYH. En 

effet, l‟inhibition par ARN interférence de MUTYH permet le « rescue » des SSL MLH1/POLG et 

MSH2/POLB. Ils ont alors suggéré que la mort cellulaire due à ces SSL était causée par la formation de 

cassures double brin (DSB). Pour contrôler la formation de DSB, ils ont regardé par immunofluorescence 

indirecte la formation de foyers γ-H2AX nucléaires (Bonner et al., 2008). L‟inhibition de POLB a provoqué 

une augmentation du nombre de foyers γ-H2AX dans les cellules déficientes en MSH2 mais 

malheureusement l‟expérience n‟a pas été réalisée dans les cellules déficientes en MLH1 après inhibition de 

POLG. Pour ces cellules, ils ont regardés l‟intégrité de l‟ADN mitochondrial via la variation d‟expression du 

gène Cox1, gène connu pour être localisé dans l‟ADN mitochondrial (Oka et al., 2008). Ils ont montré qu‟une 

inhibition de POLG entrainait une diminution significative de Cox1, suggérant une perturbation de l‟ADN 

mitochondrial qui pourrait contribuer à la relation SSL entre MLH1 et POLG. Il aurait aussi été intéressant 

de voir si l‟inhibition de POLB dans les cellules déficientes en MSH2 perturbait ou non l‟intégrité 

génomique des mitochondries. Toutefois, il est important de noter que même si les cellules sont sauvées par 

la mutation de MUTYH, les lésions oxydatives restent non réparées entrainant des hauts taux de mutations ce 

qui n‟est pas aidant d‟un point de vue thérapeutique. 

 

 

Rôle de la glycosylase OGG1 (Fig 6). Dans la dernière partie de l‟article, les auteurs ont émis l‟hypothèse 

selon la quelle une diminution de l‟expression de POLB pouvait moduler l‟expression de OGG1 et ainsi 

causer une augmentation des lésions 8-oxoG dans les noyaux des cellules déficientes en MSH2. Ils ont 
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montré par western blot et autoradiographie qu‟il y avait une diminution du niveau d‟expression de OGG1 

après l‟inhibition de POLB, changement qui est spécifique à OGG1 car le niveau d‟expression d‟autres 

protéines du BER ne varie pas. Ils ont par la suite mis en évidence que cette diminution du niveau 

d‟expression de OGG1 était causée par ubiquitination et dégradation au protéasome en cas d‟inhibition de 

POLB. Il est cependant regrettable que les auteurs n‟aient pas fait une analyse similaire pour MLH1 et POLG 

étant donné que tout au long du papier ils ont étudié la relation SSL entre ces deux protéines. 

 

 

Conclusion (Fig 7). Martin et al. ont montrés dans cet article que les relations SSL impliquant les protéines 

du « mismatch repair » MSH2 et MLH1 et les polymérases de l‟ADN existaient dans les tumeurs humaines 

et que cette notion de SSL pourrait donc être exploitée pour mettre au point de nouvelles approches 

thérapeutiques ciblées pour les cancers ayant des déficiences dans les protéines du MMR. Ils ont proposé un 

modèle dans lequel une déficience en MSH2 ou MLH1 couplée avec l‟inhibition respective de POLB ou 

POLG entrainait une accumulation de lésions oxydatives. Cette accumulation causerait la formation de 

dommages létaux ou gênerait le fonctionnement normal de la cellule, aboutissant à une mort cellulaire 

inévitable. 

 

 

 

 

Projet de recherche 

 

Le concept de “synthetic sickness/lethality” (SSL) est important pour la recherche actuelle sur les drogues 

anti cancer car il exploite la spécificité génétique des cellules tumorales. Dans leur article, Martin et al. ont 

mis en évidence une relation SSL entre deux polymérases de l‟ADN (POLB et POLG) et deux protéines 

impliquées dans la réparation des « mismatch » de l‟ADN (MSH2 et MLH1). Cependant, bien que ces 

polymérases soient des cibles intéressantes pour de nouvelles approches thérapeutiques, le développement 

d‟inhibiteurs efficaces et sélectifs contre ces polymérases n‟en est qu‟à un stade précoce (Martin et al., 2010). 

Il est donc légitime de se demander si d‟autres protéines de la même voie de signalisation ne pourraient pas 

avoir de relation SSL avec MSH2 ou MLH1 et si elles ne seraient pas plus susceptibles à l'inhibition 

pharmacologique, pourvu qu‟il existe déjà des inhibiteurs efficaces et sélectifs. APE1 est une enzyme 

essentielle du mécanisme de réparation « excision base repair » (BER). Elle est responsable de la réparation 
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des dommages oxydatifs de l‟ADN et protège ainsi les cellules contre les effets toxiques des agents 

chimiothérapiques (Fleck and Nielsen, 2004). Un échec de la réparation peut amener à l‟apparition de 

cassures doubles brins, de cytotoxicité accrue et d‟apoptose (Zhang et al., 2009). De plus, la surexpression de 

APE1 a été liée à la chimiorésistance dans différentes tumeurs humaines (Robson et al., 1992 ; Chen et al., 

1991). Parmi tous les inhibiteurs existants de APE1, deux ont été montré comme efficaces et sélectifs : le 

lucanthone (Luo et Kelley, 2004) et AR03 (Bapat et al, 2010). Le lucanthone est un inhibiteur spécifique de 

APE1 connu pour générer des sites AP (Luo et Kelley, 2004) et est largement utilisé en traitement 

additionnel lors des radiothérapies anti cancer (Del Rowe et al., 1999). AR03 inhibe l‟activité endonucléase 

de APE1 in vitro et empêche le clivage des sites AP in vivo (Bapat et al., 2010). On peut donc se demander si 

APE1 serait une cible thérapeutique potentielle utilisable dans les traitements contre les cancers qui sont 

déficients dans le « mismatch repair ». 

 

 

« Synthetic Sickness/Lethality » entre MSH2/MLH1 et APE1. 

La première étape essentielle de ce projet sera de montrer l‟effet SSL de l‟inhibition de APE1 dans les 

cellules déficientes pour MSH2 ou MLH1. Pour cela, comme utilisé dans l‟article de Martin et al., nous 

utiliserons les cellules HCTT116 déficiente pour MLH1 et une lignée dérivée, HCT116+Chr3, ayant un allèle 

fonctionnel de MLH1. Pour MSH2, nous utiliserons les cellules HEC59 caractérisées par des mutations non-

sens hétérozygotes et une lignée dérivée, HEC59+Chr2, ayant un allèle fonctionnel de MSH2. Par une 

approche d‟ARN interférants et d‟essais clonogéniques pour étudier la survie cellulaire, nous montrerons 

qu‟une inhibition de APE1 dans les cellules déficientes pour MSH2 ou MLH1 aboutit à une mortalité plus 

élevée que pour les cellules compétentes. Pour contrôles, nous utiliserons également d‟autres lignées 

isogéniques (HeLa ou MCF7) et des lignées non tumorales (MCF10A ou MEF). Étant donné que d‟autres 

protéines de la même voie de signalisation que APE1 ont une relation SSL avec MSH2 et MLH1 (Martin et 

al, 2010), il est normal de penser que se soit le cas pour APE1 également. Une fois cette relation SSL entre 

APE1 et MSH2 ou MLH1 établie, nous pourrons nous concentrer sur l‟étude des inhibiteurs de APE1 : 

lucanthone et AR03. 

 

 

Inhibiteurs de APE1 et survie cellulaire in vitro. 

Pour examiner les effets de l‟inhibition de APE1 sur la viabilité des cellules déficientes en MSH2, nous 

exposerons nos lignées cellulaires HEC59 (MSH2-/-) et HEC59+Chr2 (MSH2+/+) à différentes 
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concentrations de lucanthone ou AR03. La croissance cellulaire sera mesurée par incorporation de 

thymidine-H3 et par compte cellulaire après coloration au bleu trypan (Neshat et al., 2001). Nous 

comparerons les résultats obtenus pour les cellules déficientes en MSH2 à celles compétentes après 

traitement avec les deux inhibiteurs de APE1. En cas de différence dans la croissance cellulaire, cette 

comparaison nous permettra de voir s‟il y a une sensibilité exacerbée des cellules déficientes en MSH2 aux 

inhibiteurs de AP1, lucanthone et AR03. De manière alternative, un test colorimétrique utilisant le MTT (3-

(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5- diphenyltetrazolium bromide) (Samarghandian et al., 2010) pourra être 

utilisé pour évaluer la viabilité cellulaire. De la même façon, nous exposerons nos lignées cellulaires 

MLH1+/+ et MLH1-/- à différentes concentrations de lucanthone ou AR03 pour mesurer la survie cellulaire 

et déterminer s‟il y a une sensibilité exacerbée des cellules déficientes en MLH1 aux inhibiteurs de AP1. 

Théoriquement, nous devrions observer une inhibition de la croissance cellulaire pour les cellules déficientes 

en MSH2 ou MLH1 après ajout des inhibiteurs de APE1. Cela montrerait que ces cellules sont plus affectées 

par le traitement que les cellules compétentes. Dans le cas contraire, l‟existence de protéines redondantes 

pour APE1 pourrait expliquer l‟absence de différence entre les lignées cellulaires déficientes et compétentes. 

 

 

Inhibiteurs de APE1 et survie cellulaire in vivo. 

Pour évaluer le rôle de l‟inhibition de APE1 dans la croissance de tumeurs déficientes pour MSH2, nous 

examinerons les effets du lucanthone et de AR03 sur la croissance de tumeurs isogéniques MSH2+/+ ou 

MSH2-/- obtenues par injection sous cutanée de cellules HEC59 (MSH2-/-) et HEC59+Chr2 (MSH2+/+) 

dans des souris immunodéficientes. Quand les tumeurs auront atteints une taille de 200 mm3 (Neshat et al, 

2001), les souris seront traitées aléatoirement avec le lucanthone, AR03 ou un contrôle pendant cinq jours 

consécutifs par injection intra péritonéale. La taille des tumeurs sera mesurée tous les jours durant le 

traitement puis pendant quinze jours après l‟arrêt du traitement et nous comparerons les courbes de 

croissance de chaque fond génétique avant et après les différents traitements. Cette comparaison devrait nous 

permettre d‟établir un lien entre l‟inhibition de la croissance des tumeurs MSH2-/- et l‟inhibition de APE1. 

 

De la même manière, les souris imunnodéficientes seront injectées avec des cellules HCT116+Chr3 

(MLH1+/+) et HCT116 (MLH1-/-) et seront traitées avec les inhibiteurs ou le contrôle lorsque les tumeurs 

auront atteints la taille voulue. La croissance tumorale sera suivie pendant et après le traitement et la 

comparaison des courbes de croissance nous permettra d‟établir si les tumeurs MLH1-/- sont dépendantes de 

APE1 pour croitre. De manière théorique, nous devrions observer un blocage de la croissance des tumeurs 



55 
 

 

 

déficientes en MSH2 ou MLH1 après ajout des inhibiteurs de APE1 contrairement aux tumeurs non 

déficientes. Enfin, une étude à plus long terme serait nécessaire pour voir s‟il y a apparition d‟effets 

secondaires à causes de l‟utilisation des inhibiteurs de APE1 avant de penser à une utilisation chez les 

humains. 

 

 

Inhibition de APE1 et apoptose. 

Pour déterminer les effets des traitements avec le lucanthone et AR03 sur la croissance et l‟apoptose, nous 

étudierons la prolifération et l‟apoptose dans les tumeurs MSH2+/+, MSH2-/-, MLH1+/+ et MLH1-/-. Pour 

cela, nous examinerons des coupes histologiques de tumeurs obtenues après les cinq jours de traitement avec 

les inhibiteurs de APE1 ou le contrôle. Les coupes histologiques seront fixées puis marquées avec un 

anticorps anti Ki67 (marqueur de prolifération) ou avec la méthode TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl 

transferase dUTP nick end labelling, marqueur d‟apoptose) (Craft et al., 1999). Au total, dix coupes seront 

comptées pour chaque fond génétique et chaque traitement pour comparaison. De plus, une analyse 

statistique (test de Student) nous permettra de déterminer si les différences observées seront significatives ou 

non. De manière alternative, un marquage avec un anticorps contre la forme active de la caspase 3 pourra être 

utilisé comme marqueur de l‟apoptose (Bressenot et al., 2008). Un troisième paramètre important à 

considérer pour la variation de la taille des tumeurs est la taille des cellules qui composent ces tumeurs 

(Neshat et al., 2001). Pour déterminer si l‟inhibition de APE1 affecte la taille des cellules tumorales, nous 

ferons une analyse morphométrique de 10 coupes histologiques marquées par hématoxyline et éosine. 

Comme pour les deux autres paramètres, nous ferons une analyse statistique (test de Student) pour de 

déterminer si les différences observées seront significatives ou non. Ces résultats permettront de caractériser 

le rôle de APE1 sur la croissance cellulaire, la taille des cellules et l‟apoptose, trois paramètres importants 

pour évaluer l‟activité anti tumorale d‟inhibiteurs. Sachant qu‟un échec de la réparation des dommages à 

l‟ADN induit l‟apoptose (Zhang et al., 2009), nous devrions théoriquement observer une inhibition de la 

croissance cellulaire et une augmentation du nombre de corps apoptotiques sur les coupes des tumeurs 

déficientes en MSH2 ou MLH1 après traitement avec les inhibiteurs de APE1. 

 

Nos études in vitro et in vivo sur des cellules tumorales humaines pourront permettre de démontrer que les 

cellules déficientes en MSH2 ou MLH1 sont plus sensibles à l‟inhibition de la croissance cellulaire médiée 

par le blocage pharmacologique de AP1 que les cellules compétentes pour ces deux même protéines. C‟est à 

dire que cette déficience prédispose les cellules tumorales à une plus forte réponse à l‟inhibition biochimique 
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de APE1 et permet un taux plus élevé de mort cellulaire. C‟est pourquoi APE1 serait une cible thérapeutique 

potentiellement utilisable dans les traitements anti cancer en cas de déficience pour MSH2 ou MLH1 

préalablement établie. 
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