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1 INTRODUCTION

A I'heure actuelle, le cancer du sein constitue une préoccupation majeure de santé
publique en raison de son incidence. Cette pathologie cancéreuse reste la plus fréequente dans
le monde, avec plus d’'un million de nouveaux cas et environ 373 000 déces enregistrés dans
le monde, méme si beaucoup de progrés dans le traitement et la prise en charge, ainsi que
dans le diagnostic de ce cancer ont été réalisés. Cependant, les mécanismes moléculaires de la
carcinogenese mammaire ne sont pas entierement élucidés et compris, en particulier ceux
conduisant au pouvoir métastatique et a I'échappement aux thérapies anticancéreuses de
certaines cellules tumorales mammaires. A I'heure actuelle, peu de protéines mises en
évidence, ainsi que la régulation de leur activité, ne permettent d’expliquer la progression des

cellules tumorales mammaires vers un état prolifératif et/ou invasif.

Dans le laboratoire d’accueil, une des thématiques de recherche consiste a identifier de
nouveaux marqueurs moléculaires, qui jouent un réle dans le développement des tumeurs
mammaires. Dans ce sens, une analyse protéomique récente a permis de mettre en évidence la
surexpression de deux protéines dans des lignées tumorales mammaires et sur lesquelles
I'intérét s’est porté dans le cadre de cette these. Il s’agit de la superoxyde dismutase
mitochondriale (SOD Mn), une enzyme antioxydante, et la protéine DNA-Damaged Binding
2 (DDB2). La participation de la SOD Mn dans le développement des tumeurs est
actuellement mal comprise et dépend de l'origine de la cellule tumorale, ainsi que de la
régulation de I'expression constitutive de son géne. Par contre, I'implication biologique de la
DDB2 dans la croissance tumorale n’a jamais été décrite dans la littérature.
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2 ANALYSE BIBLIOGRAPHIQUE

2.1 Le cancer du sein

2.1.1 Généralité

Le cancer du sein se développe a partir des unités ducto-lobulaires, qui produisent le
lait (I'unité ducto-lobulaire est constituée par un petit canal situé a l'extérieur et a l'intérieur de
chaque globule et se terminant par un acini. Cet ensemble est sensible a I'inhibtion hormonale

de I'organisme)Kigure 1).

Le cancer du sein est le plus fréquent des cancers féminins. Dans le monde, plus de
1 050 000 nouveaux cas de cancer du sein surviennent chaque année, dont plus de 580 000
dans les pays développés (Europe de l'ouest, Amérique du nord) ou il est plus fréquent qu'en
Afrique ou en Asie. Il est responsable chaque année de plus de 400 000 déces de femmes. En
France, il représente 36,7% de I'ensemble des nouveaux cas de cancer chez la femme. On
estime qu'en 2005, 49 814 nouveaux cas y ont été diagnostiqués et 11 637 déces ont été liés a
ce cancer. Entre 1980 et 2000, le nombre de nouveaux cas a presque doublé, dans le méme
temps la mortalité n'a que trés peu augmenté grace a lI'amélioration des thérapeutiques. Plus de

50 % des cancers sont observés apres 65 ans, pres de 10 % avant 35 ans.

Aujourd'hui, le taux global de survie relative a 5 ans aprés le diagnostic est de 85 %.
Il faut noter que le cancer du sein peut survenir aussi chez I'homme, mais il est rare et environ

200 fois moins fréquent que chez la femme (Sources : Institut National Du Cancer 2009).

2.1.2 Les différents types de tumeurs mammaires

Les tumeurs bénignes sont bien limitées et leur croissance est purement locale. Les
tumeurs malignes (cancer) tendent a infiltrer et détruire les tissus adjd@edissémination
des cellules néoplasiques malignes a distance du foyer initial (tumeur primitive), est une
deuxieéme caractéristiqgue des tumeurs malignes. La dissémination de ces cellules sigtfectue
les vaisseaux lymphatiques et/ou sanguins. Ces cellules a distance du foyer initial forment des
foyers distincts qui croissent en tumeurs secondaires encore appelées méEsiasasipe,
le développement d'une tumeur bénigne est souvent inoffensif, alors que les tumeurs malignes

peuvent entrainer le déces du patient en infiltrant et en détruisant certains organes vitaux.
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Figure 1 : Représentation de la glande mammaire

A. Anatomie et structure de la glande mammaeSchéma de I'arbre galactophorique. Les
deux images proviennent du site Internet :

http//home.tiscali.be/salvatore.murgo/anatomie.htm

2.1.2.1Les cancers du sein in-situ
Des tumeurs non infiltrantes peuvent présenter des cellules d'allures agressives et
malignes avec un pléiomorphisme cellulaire et une augmentation de I'activité mitotiqgue. On

appelle cancemn-situ, une tumeur mammaire constituée de cellules d'allures malignes mais




avec absence d'envahissement des tissus voisins et un respect de la lame basale. Lorsque les
cellules cytologiqguement malignes sont confinées aux canaux galactophores, on parle
d'épithélioma canalairén situ encore appelé adénocarcinome intra-canalaire. Lorsque les
cellules malignes sont confinées aux lobules, on parle d'épithélioma lohulasita ou

d'adénocarcinome intra-lobulair€igure 2).

Le diagnostic des canceis situ est important car ces tumeurs peuvent devenir

infiltrantes, et le traitement & un stade pré-invasif permet généralement une guérison

définitive.

2.1.2.21 es carcinomes invasifs (infiltrants)

Le carcinome canalaire invasif de forme commune représente 80% des carcinomes
infiltrants. L’aspect histologique de ces tumeurs est tres varié : les cellules carcinomateuses se
disposent en lobules, en travées ou forment des tubes. Le stroma, d’abondance variable, est
fibreux, plus ou moins hyalinisé, et peut étre le siege de remaniements (infiltrat

inflammatoire, microcalcifications...J{gure 2).

Le carcinome lobulaire invasif représente 4% des carcinomes invasifs. Ces tumeurs
sont généralement mal limitées, difficilement mesurables et reconnues qu’a la palpation. La
forme typique est constituée de cellules rondes isolées, ayant un cytoplasme peu abondant et
creusé d’'une vacuole rejetant le noyau en périphérie. Certaines formes sont moins typiques,
réalisant des cordons, des alvéoles ou méme des tubes. Ces carcinomes lobulaires atypiques

auraient un pronostic plus défavorable que la forme typigigeie 2).

Les carcinomes mucineux ou colloide muqueux surviennent plutét chez la femme agée
et représentent 1% des carcinomes mammaires invasifs. Cette tumeur bien délimitée est
d’aspect translucide. Les cellules sont pauvres en mitose et disposées en lobules ou réalisent

des tubes au sein de plages de muEigsie 2).

2.1.2.3 Les autres tumeurs malignes du sein

Plus les tumeurs sont indifférenciées, plus elles sont agressives. A l'inverse, plus une
tumeur est différenciée, plus son évolution est favorable. C’est le cas du carcinome tubuleux
qui représente 3 a 5% de tous les cancers invasifs du sein. Macroscopiguement, cette tumeur
est de petite taille (inférieure a 1 cm de diameétre). Il en est de méme de certaines formes
histologiques patrticulieres et rares telles que les carcinomes papillaires, métaplasiques et

médullaires.
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Figure 2 : Représentation des différentes tumeurs de la glande mammaire.

A. Schéma des principales tumeurs observées chez les femmes. Cette représentation ne tient
pas compte des proportions de chaque catégorie de tumeurs. B. Diagramme représentant les
diverses classes des carcinonmesitu. C. Diagramme représentant en pourcentage les classe
des carcinomes invasifs avec comme représentant majeur les carcinomes canalaires invasifs.
Microphotographies montrant les aspects histologiques des différentes tumeurs mammaires,
qui proviennent du site Internet (Web Path) :

http://www-medlib.med.utah.edu/WebPath/TUTORIAL/BREAST/BREAST.html
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2.1.2.4 es métastases

Les métastases mammaires sont rares, survenant généralement a un stade tardif de
I’évolution de la maladie. Les tumeurs le plus souvent rencontrées sont le mélanome, ainsi
que les tumeurs pulmonaires et osseuses, du tractus digestif et de I'appareil uro-génital. Les
métastases se présentent souvent comme un nodule bien délimité simulant une tumeur

bénigne.

2.1.3 Les facteurs de risques de cancer du sein

2.1.3.1Le sexe féminin
Quatre vingt dix neuf pour cent des cancers du sein apparaissent chez la femme et seul

1% des hommes sont concernés

2.1.3.2L’age de la femme a la premiére grossesse

Les femmes n'ayant pas d’enfant ou agées de plus de 30 ans au moment de leur
premiére maternité, sont exposées a un risque de cancer du sein légéerement plus élevé que
lesfemmes enfantant pour la premiére fois avant I'age de 25 ans (Mac#Maiipi970). Ce
sont en effet les cycles précédents la premiére grossesse menée a terme qui semblent les plus
dangereux pour le sein. La grossesse protege le sein par la modification des cellules
mammaires dans le sens d'une plus grande différenciation. Les cellules différenciées sont

moins sensibles aux carcinogenes en particulier hormonaux.

2.1.3.3Un age avancé
La fréquence du cancer du sein augmente avec I'adge de la femme. On estime que ce
cancer est rare avant 'dge de 30 ans. Par contre, il est extrémement fréquent entre 60 et 64

ans, et reste fréquent jusqu’a 74 ans (8aat, 2004).

2.1.3.4La durée de vie génitale

L apparition du cycle menstruel a un jeune age (avant 12 ans) et son interruption a un
age plus avancé (ménopause) sont liées a un risque légérement élevé de cancer du sein
(Brinton et al, 1988; Kvale et Heuch, 1988 ).

2.1.3.5 Les prédispositions génétiques
Cing a dix pour cent des cancers du sein diagnostiqués présentent des prédispositions
généetiques (Wooster et Weber, 2003), c’est a dire avec des antécédents familiaux de cancer

du sein avant I'age de 50 ans chez au moins deux parentes du premier degré. Deux génes
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suppresseurs de tumeurs sont principalement mis en cause, BRCAL et BRE€#2 CAncer

1 et 2). Plus de 600 mutations ou variations de séquences ont été décrites dans ces génes, mais
seule une partie de celles-ci accroissent le facteur de risque de cancer. Ainsi, la probabilité de
développer un cancer du sein est d'environ 65% chez une porteuse d'une muBR&Ade

et de 45% pour les porteuses d'une mutation sur le BR®@A2,avant I'age de 70 ans
(Antoniou et al, 2003).

Parallelement a ces prédispositions génétiques majeures, il en existe des mineures, car
elles conferent un risque plus faible de développer un cancer. Moins de 5% des cas familiaux
de cancer du sein concernent des mutations d’'un gene impliqué dans la régulation du cycle
cellulaire (CHEKZ20u checkpoint homolog 2) (Meijers-Heijboet al, 2002). Il existe aussi
des mutations de génes impligués dans la réparation de I'ABNM (ou Ataxia-
telangiectasia-mutated, TP58u tumor protein 53), dans le métabolisme des hormones
stéroides (CYP17, CYP19 aytochrome P45Q7 et 19), ou encore dans le systeme de
détoxification des carcinogenesG$TM1 ou glutathion S-transférase M1, GSTPRdu
glutathion S-transférase pi, NAT@Qu N-acétyltransférase 2) (Dunning et al., 1999). Les
personnes porteuses de ce type de mutations ont un risque doublé de développer un cancer du

sein.

Il existe aussi des syndromes héréditaires qui comportent un exces de risque de
cancers du sein mais sont exceptionnels : ce sont des formes familiales de maladies dont des
mutations touchent dans 1% des cas le @3 (syndrome de Li-Fraumeni) ou dans 0,1%
des cas le geneTEN ou Phosphatase et TENsin homolog (maladie de Cowden) (&ia,
1997a; Srivastava et.all990 ).

2.1.3.6Les modifications du mode de vie des femmes

Le tabagisme, le stress, les traitements hormonaux, I'obésité, une consommation
d’alcool réguliere, ou encore les rayons ionisants, sont des facteurs qui participeraient au
développement d’'un cancer du sein. Nous reviendrons plus loin sur le lien entre le facteur tel
que les hormones oestrogéeniques données lors de traitements contraceptifs et la croissance des

cellules tumorales mammaires.

2.1.4 Les principaux marqueurs biologiques du cancer du sein

Parmi les marqueurs biologiques, la connaissance des facteurs pronostiques est

fondamentale pour la prise en charge des cancers du sein non métastatiques de facon a prédire
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le risque de rechute et/ou de métastases indépendamment du traitement anticancéreux. Mis a
part le statut ganglionnaire, la taille tumorale, le grade histologique et I'age, les facteurs
pronostiques actuellement validés sont les récepteurs hormonaux, exprimés ou non, et la

surexpression de HER2.

Parmi les récepteurs hormonaux, le récepteur aux oestrogenes (ER), lorsqu’il est
présent dans la tumeur, est le reflet d'une bonne différenciation tumorale et constitue un
facteur prédictif de la réponse a I’hormonothérapie (Heeittal, 1997). Il en existe deux
isoformes, ER et ER3. Les récepteurs de la progestérone, qui existentdmusisoformes,

PRA et PRB, constituent également un facteur pronostique du cancer du sein et sont sous le
contrdle des cestrogénes, reflétant ainsi la bonne fonctionnalité des récepteurs aux cestrogénes
(Giangrandeet al, 1997). L’expression des récepteurs aux oestrogenes permet de proposer
une stratégie thérapeutique appelée hormonothérapie, qui vise a proposer aux patientes un
médicament inhibant soit la biosynthése endogene d’cestrogénes, correspondant a la catégorie

médicamenteuse des antiariomatases, soit le récepteur aux hormones, comme le tamoxiféne.

Les études de profil d’expression génique dans les tumeurs mammaires ont permis de
mettre en évidence une amplification du gétteR2/neu, un des membres de la famille des
génesHER (Human Epidermal growth factor Recepto€ette amplification du géne conduit
a la surexpression de la protéine erbB2, dés les premiers stades de la carcinogenése mammaire
et significativement dans 20% des cancers du sein invasifs. Elle joue également un role
important dans la progression des tumeurs mammaires dites « HER2+ » (lgfiethad990;

Slamonet al, 1987 ). La surexpression dHER2 est donc de mauvais pronostic pour la
patiente, notamment parce qu’elle est inversement corrélée avec I'expression de ER et de PR
(Cho et al, 2008). L'utilisation d'un anticorps monoclonal dirigé spécifiquement contre
HER2 représente une des stratégies thérapeutiques ciblées, proposées aux patientes dont les

tumeurs surexpriment ce récepteur de facteur de croissance.

Parmi les autres marqueurs biologiques du cancer du sein, il apparait que le récepteur
du facteur de croissance IGF-1 ou IGF-1R (Insulin-like Growth factor 1 recepteur) est
important. En effet, I'insuline et I'IGF-1 pouventt se fixer également sur 'lGF-1R, et tous les
peuvent stimuler directement le développement des tumeurs mammaires. Ces observations
conduisent a I'hypothése selon laquelle le risque de cancer du sein est augmenté chez les
femmes ayant des taux plasmatiques élevés d'insuline, et/ou une augmentation des taux d'IGF-
1 (Ellis et al, 1998; Kaaks, 2002).
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Le Vascular endothelial growth factor (VEGF) est le facteur de croissance de
I'endothélium vasculaire. C'est une protéine dont le role dans I'organisme est de déclencher la
formation de nouveaux vaisseaux sanguins (angiogenese). Cing molécules différentes ont été
identifiees, VEGF-A a VEGF-E. Les VEGFs sont particulierement intéressants car ils jouent
un réle dans la croissance tumorale et le développement des métastases en favorisant la
néoangiogenese. lls se lient a divers récepteurs appelés VEGFR1, VEGFR2... qui sont
présents a la surface des cellules endothéliales. De nombreuses études ont montré qu’un
certain nombre de cellules tumorales mammaires expriment des VEGFR, qui représentent des

facteurs pronostiques défavorables (Toi et2995 ).

La protéine Ki-67 constitue le dernier des marqueurs biologiques principaux en
cancérologie mammaire. Cette protéine nucléaire de 36 kDa est exprimée dans les cellules en
prolifération, au cours des phases G1, S, G2 et M du cycle cellulaire. Sa fonction précise n'est
pas connue, mais sa participation au maintien du pouvoir prolifératif ou au contrdle du cycle
cellulaire est suggérée (Scholzen et Gerdes, 2000). De nombreuses études concernant Ki-67
ont été réalisées dans des tumeurs mammaires et mettent en évidence qu’il est un excellent
marqueur prolifératif des cellules tumorales mammaires, car la fraction de cellules Ki-67
positives dans une tumeur est souvent corrélée avec le stade clinique de la maladie (Nicolini
et al, 2006).

Enfin, les marqueurs de l'activité métastatique (protéase : cathepsine-D, activateur du
plasminogene et I'un de ses inhibiteurs PAI-1; métalloprotéases; stromélysine Il ;
collagénases) semblent également des facteurs discriminants et prédictifs d’un envahissement
ganglionnaire (Janicke et.aR001).

2.1.5La carcinogenese mammaire

La cancérogenése correspond a un ensemble d’étapes successives, conduisant a la
transformation d’une cellule normale en une cellule cancéreuse. Elle résulte de I'accumulation
d’altérations génétiques et d'une exposition soutenue des cellules a des signaux de
prolifération, conduisant a une dérégulation du cycle cellulaire et a une résistance a I'apoptose
des cellules transformées et tumorigenes qui émergent. Cette émergence peut résulter
d’altérations touchant des cellules différenciées, selon le concept de l'origine clonale des
tumeurs. Cependant, la découverte de cellules souches cancéreuses permet de concevoir que
ces cellules non différenciées subissent des altérations génétiques, qu’elles transmettent aux
cellules filles différenciées, expliquant ainsi I’hétérogenéité des tumeurs mammaires (Al-Hajj
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et al, 2003). Classiquement, on distingue 3 étapes dans la cancérogenése mammaire:
I'initiation qui correspond a la premiere mutation, la progression qui est I'étape de

constitution et de développement de la tumeur mammaire, puis la dissémiRajior @).

Epithélium normal

Des signaux extérieurs sur
I"epithélium normal

Hyperplasie ductale atypique

Carcinome in situ

Carcinome invasif

Carcinome métastatique

Figure 3 : les étapes de transformation dans la cancérogenése mammaire.

Il existe trois étapes dans la cancérogenese mammaire : l'initiation, la promotion et la
dissémination.
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2.1.5.1L es altérations génétiques dans le cancer du sein

Dans les cancers du sein, comme dans I'immense majorité des cancers, ces altérations sont
somatiques, uniquement présentes dans les cellules tumorales. En dehors des prédispositions
génétiques (dans 5 a 10% des cancers du sein), qui sont souvent héréditaires, d'autres
altérations génétiques peuvent apparaitre au cours de la transformation maligne, telles que des
délétions chromosomiques, translocations, amplifications et réarrangements géniques,
duplications ou pertes (aneuploidie) de chromosomes entiers et mutations ponctuelles. Tres

schématiquement, ces altérations ont pour effet :

- d’activer des oncogénes ou proto-oncogenes : plus de 15% des tumeurs mammaires
diagnostiquées présentent une amplification et une surexpression de proto-oncogenes, comme
HER2,CCND1 qui code pour la cycline D1 (Waegal, 1994), etc-mycqui code pour un
facteur de transcription impliqué dans la croissance, la différenciation, et I'apoptose
cellulaires (Nass et Dickson, 1997). D’autres génes peuvent étre amplifi€s a un moindre taux
(10% et moins) dans des tumeurs mammaires. C’est le cas des génes codant pour 2 récepteurs
membranaires de la famille FGF (Fibroblast Growth Factor) et dul@#el codant pour le
récepteur de I'lGF1 (Insulin like Growth Factor 1).

- d’activer des génes dont le produit présente une activité oncogénique constitutive:
dans 25% des cancers du sein, seule la mutation de 'oncBB€BEA codant ainsi pour une
Phosphatidyl Inositol 3-Kinase active constitutivement, est retrouvée, qui stimule la
croissance cellulaire et les processus d’angiogenése et d'invasion (Basthahaf004). Les

mutations d’oncogenes de la famille st rarement observées dans le cancer du sein.

- d’'inactiver des genes suppresseurs de tumeurs, comme C’est la mutation du gene
TP53 retrouvée dans 25-30% des cas sporadiques de cancers du sein (Keragigakven
1997; Macleod, 2000 ).

- d'activer d’autres genes, conduisant a leur surexpression : c’est le cas, pour un
certain pourcentage de cancer du sein, des genes codant le récepteur a 'EGF (EGFR), la
télomérase (hTERT), les protéines anti-apoptotiques comme bcl2, le facteur angiogénique

comme le VEGF, les facteurs d’invasion comme 'uPA/PAI et des métalloprotéases (MMP).

- I'altération de génes agissant notamment sur le « modelage » de la chromatine ou
sur le degré de méthylation de 'ADN (altérations épigénétiques) ce qui a pour conséquence
de provoquer des modifications de I'expression des genes cités préecédemment. C'est le cas

également du géne suppresseur de tumeur Piriaitivé par une hyperméthylation de ses
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séquences promotrices dans 40% des cancers du sein sporadiquest @had04; Tycko,
2000).

- L’altération des genes touche souvent des genes impliqués dans la stabilité du
génome et peut étre ainsi responsable d’'une instabilité géenétique. Celle-ci correspond a des
déficiences dans les systémes de réparations (par excision de nucléotides ou NER, de bases ou
BER, des cassures simple brin et double brin), des altérations des géenes du systeme de
réparation des mésappariements (hMSHL1 et 2) (Agnaetb, 2007; Karihtalaet al., 2006 ;

Okochi et al, 2002 ), qui se traduisent par des modifications de lI'expression de génes
impliqués dans le contréle de la prolifération cellulaire (activation d’'oncogéenes et inactivation

de genes suppresseurs de tumeur, cités ci-dessus), et dans la résistance a I'apoptose.

De nombreux travaux suggerent egalement I'importance des altérations épigénétiques
pour inactiver des genes suppresseurs de tumeurs dans les cancers du sein. C’est le cas par
exemple du géne codant la Maspin, et le géne BRCAL dans 15 a 30% des tumeurs du sein
sporadiques (Tycko, 2000).

2.1.5.2L es principaux signaux de prolifération des cellules tumorales mammaires
lIs sont essentiellement d’origine endocrine, paracrine ou autocrine. Les signaux
endocrines sont essentiellement des hormones, telles que les cestrogenes et la progestérone,

tandis que les signaux paracrines et autocrines correspondent aux facteurs de croissance.

2.1.5.2.1 Les cestrogenes
La cancérogenése mammaire semble dépendre de l'action des hormones sexuelles

(oestrogénes et progestérone). Il est établi depuis longtemps que I'exposition aux oestrogénes
est associée au cancer du sein. Les facteurs augmentant le taux d'cestrogénes sont donc a
risque. Une puberté précoce et une ménopause tardive agissent par augmentation du nombre
de cycles menstruels et donc des taux d'cestrogenes d’ou un risque légerement élevé de cancer
du sein (Clavel-Chapelon, 2002). Le traitement substitutif hormonal de la ménopause
augmente aussi sensiblement le risque de survenue d'un cancer du sein (Beral, 2003). Les
modifications du mode de vie des femmes ont contribué a augmenter les facteurs de risques
dans le développement d’'un cancer du sein. Par exemple, I'obésité, de par I'augmentation de la
quantité de tissu graisseux, augmente le taux d'cestrogéne saidguime activation d'une

enzyme appelée aromatase. Celle-ci transforme les hormones de type androgéne en
cestrogene, ce qui explique l'augmentation du risque de cancer du sein chez les femmes

ménopausées, en fonction de leur prise de poids (Ahn et al., 2007).
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Les récepteurs aux cestrogenes existent sous deux formesetBEH3. Seul ER:
serit clairement impliqué dans la prolifération cellulaire induite par les cestrogénes, tandis
gU'ERp exercerait au contraire des effets anti-proliférdfifsNardoet al, 2005; Paechbt al,
1997 ). Les tumeurs mammaires ER-positives ont une croissance rapide et sont souvent moins
invasives que les tumeurs ER-négatives, ce qui expligue que leur pronostic est de ce fait
généralement meilleur (Speirs et, &004).

Les cestrogenes agissent comme des stimulateurs de la prolifération des cellules
tumorales mammaires ER-positiviesvitro. In vivo, cette action est démontrée par le fait que
la croissance des tumeurs ER-positives est fortement inhibée par les traitements hormonaux,
qui utilisent soit des inhibiteurs compétitifs de la liaison des cestrogénes sur leur récepteur,
comme le tamoxiféene, ou encore des anti-aromatases, enzyme a l'origine de la synthése
endogene d’aestrogénes (Cepal., 2008; Kijimaet al, 2005 ). Il existe trois voies distinctes
d’activation des récepteurs aux cestrogenes : la voie classique, la voie non classique et la voie

d’activation non génomique (Nicolini et.aR006) Figure 4).

La voie classique d’activation des ER passe par la fixation de I'cestradjosyE
I’ER, ce qui entraine un changement de conformation du récepteur, le libérant ainsi des
protéines chaperonnes (Hsp90). Cette dissociation des protéines Hsp90 va permettre la
dimérisation de 'ER, puis sa liaison a I'élément de réponse aux cestrogenes sur I’ADN (ERE)

et I'induction de la transcription de génes cibles comme :
- Celui codant le récepteur a la progestérone (PR)
- Ceux codant les facteurs de croissance impliqués dans la prolifération cellulaire et la

résistance a I'apoptose tels que I'EGF, le t@GFransforming Growth Factar) (Gabelman
et Emerman, 1992¢t I'lGF-1 et son récepteur IGF-1R(Surmacz et Bar{Lz@04).

- Celui codant la cycline D nécessaire a la progression du cycle cellulaire (Jatvinen
al., 2000).

- Ou encore le gend8cl-2, dont la protéine est impliquée dans la résistance a
I'apoptose (Mintz et a) 2008).

La voie d’activation non classique des ER fait toujours intervenir la fixation geuiE
I'ER, mais l'information est cette fois transmise par la transactivation du complexe AP-1 pour
« Activator protein-1 ». Ce facteur de transcription nucléaire est constitué d’un hétérodimere
de protéines issues de la famille des proto-oncogeses$jun, qui se fixe sur son élément de
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réponse et active des genes cibles impliqués dans la croissance et la différenciation cellulaires
(Paech et a) 1997).

S

| 2. ligand-independent
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Figure 4 : Les difféerentes voies de signalisation impliquant le récepteur aux oestrogenes

(R).
Il existe trois voies distinctes d’activation des récepteurs aux cestrogenes : la voie classique
(classical) et non classique (ERE-independent), dépendante de la fixation d’'un cestrogéne
comme l'oestradiol (E2) sur le récepteur nucléaire, et la voie d’activation non génomique
(ligand-independent). GF, Facteur de croissance et R, Récepteur de facteur de croissance,
ERE, élément de réponse aux oestrogenes. (Modifiée d’apres Julie M. Hall et al. 2001).

D’autres études ont montré gqu’ER pouvait étre activé en absence de ligands,
correspondant a la voie d’activation non génomique. Cette voie permet a des facteurs de
croissance tels que 'EGF (Epidermal growth factor) ou I'lGF-1 (Insulin-like growth factor-

1), de conférer des propriétés de croissance aux cellules ER+ indépendamment des
cestrogenes en se fixant sur des récepteurs a activité tyrosine kinase (Catglhe&lD01).
Ces facteurs de croissance induisent la phosphorylationadii&R I'activation des voies




communes telle que celle de survie cellulaire (la PI3K) et celle des MAPK (mitogen-activated
protein kinases).

2.1.5.2.2 La progestérone
Les récepteurs de la progestérone (PRA et PRB) sont des genes cibles des oestrogenes.

Quelques études ont montré qu’une augmentation de I'expression de PRA diminue I'adhésion
et augmente la migration des cellules tumorales mammaires (McGowan et Clarke, 1999;
McGowanet al, 2004), a 'origine d’un phénotype plus agressif des tumeurs (Jacstaken

2002).

2.1.5.2.3 Les facteurs de croissance de la famille des EGF et de I'insuline
Les facteurs de croissance épidermiques (EGF) agissereur fixation sur des

récepteurs membranaires, qui sont codés par la famille des lg&Re¢Human Epidermal
growth factor Receptgr

Cette famille comprend 4 genes assez proche®Bl/EGFR/HER1,erbB2/HER2/neu,
erbB3/HER3 eterbB4/HER4 (Lupuet al, 1995). ExceptéHERS, tous ces récepteurs
possédent une activité tyrosine kinase. La dimérisation de ces récepteurs entraine l'activité
tyrosine kinase, qui est essentielle a la régulation de la croissance, de la survie, et des
phénomenes de différenciation, d’adhésion et de migration cellulaires. Chaque récepteur HER
existe sous forme de monomere en équilibre avec des dimeres qui sont stabilisés par un
ligand. Les ligands de HER1 sont 'EGF, le TGFamphiréguline, I'EGF lié a I'héparine
(HB-EGF), la betacelluline et I'épiréguline. Les ligands connus de HER3 et HER4 sont, parmi
les facteurs de croissance, de la famille des neurégulines (NRG1 ou NRG2). Méme en
I'absence de ligand connu, HER2 est le partenaire préférentiel dans les hétérodiméres et HER2
peut étre transactivé par un ligand reconnu par l'autre partenaire. HER2 participe ainsi a la

transmission du signal méme en l'absence de ligand spécifique.

Bien que les 4 genes de la famigilB semblent tous intervenir dans la tumorigenése
mammaire, seul le proto-oncogemebB2 est amplifié et surexprimé, suite a certaines
mutations touchant la région transmembranaire du récepteur ou ayant pour consequence la
délétion correspondante au domaine extracellulaire d’interaction avec le ligand (Hynes et
Stern, 1994; Stern, 2000). Ces mutations entrainent une dimérisation du récepteur méme en
absence de ligand et provoquent ainsi une activation constitutive de l'activité tyrosine kinase

de la protéine.
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La surexpression de la protéine erbB2 est présente des les premiers stades de la
cancérogenése mammaire et augmente ainsi le nombre de récepteurs dimérisés HER-1/HER-2
a la surface de la cellule, qui s’accompagne d’une prolifération soutenue, d’'une activation
constitutive de la voie de survie (voie de résistance a l'apoptose) et des mécanismes de
migration et d’invasion des cellules cancéreuses mammaires (Badache et Goncalves, 2006;
Moasser, 2007), selon une cascade de phosphorylations initiée au niveau du récepteur
conduisant a I'activation de facteurs de transcription, comme par exemple K8 bur
Nuclear Factor-kappa B. Il a d’'ailleurs été montré qu’une activation soutenue de ce facteur de
transcription joue un réle important dans la pathogenése du cancer du sein (Kim et al., 2000;
Sovak et al, 1997).

Cliniguement, les tumeurs HER2 positives croissent plus rapidement, sont plus
agressives et beaucoup moins sensibles aux traitements anticancéreux. Enfin, la voie de survie
et de migration/invasion des cellules tumorales peut étre fortement activée lorsque le gene
PIK3CA, codant la sous-unité catalytique de PI3K, est muté dans un nombre significatif de
cancers du sein (Slet al, 2008).

L’'IGF-1 ou Insulin-like growth factor est un facteur de croissance dont la structure
chimique ressemble a celle de l'insuline. Il se fixe avec une grande affinité, a la surface des
cellules, sur des récepteurs a activité tyrosine kinase appelés IGF-1R (Insulin-like growth
factor—1 receptor). En dehors de quelques différences au niveau moléculaire, telle que la
présence d’une protéine adaptatrice distincte appelé IRS-1 correspondahsussttat du
récepteur IGF-1R, la voie de signalisatiota le récepteur IGF-1RFgure 5) est trés
similaire a celle déclenchée par 'EGF sur son récepteur, et conduit également a la
prolifération, a I'activation constitutive de la voie de survie et des mécanismes de migration et

d’invasion des cellules cancéreuses mammaires (Surmacz, 2000).

L"insuline, comme [I'IGF-1 peut stimuler directement le développement des tumeurs
mammairesyia le méme récepteur membranaire, ce qui conduit a I'hypothése selon laquelle

le risque de cancer du sein est augmenté chez les femmes ayant des taux plasmatiques élevés
d'insuline (Elliset al, 1998 ; Kaakst al, 2003). Tres récemment, il a été montré que les
oestrogenegjia la forme alpha de leur récepteur nucléaire, rendent les cellules tumorales ER-
positives, sensibles a I'lGF-1, en stimulant I'expression de I'lGF-R et de 'lRS-1(Surmacz et
Bartucci, 2004).
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Figure 5 : Voies de signalisation cellulaire activées par 'EGF (Epidermal growth factor)
et par I'lGF-1 (Insulin-like growth factor-1) conduisant a la survie cellulaire.

2.1.5.3La dérégulation du cycle cellulaire
2.1.5.3.1 Les différentes phases du cycle cellulaire

La cinétique de croissance d’'une tumeur combine a la fois la vitesse de prolifération
des cellules tumorales, mais également des cellules des autres compartiments cellulaires,
comme le stroma, les cellules composant les néovaisseaux et les infiltrats inflammatoires,
ainsi que les communications entre les cellules via la production de facteurs de croissance.

34

N




L’étude de la prolifération tumorale permet d’approcher I'agressivité des tumeurs et peut étre

reconnue comme une valeur pronostique dans le cancer du sein.

La division d’'une cellule est un phénoméne régulé par différentes combinaisons de
protéines stimulatrices et inhibitrices de la prolifération. Cette derniere s’effectue selon le
cycle cellulaire, qui se divise en quatre phases : G1, S, G2 et M. La phase G1 est le temps
nécessaire pour la préparation de la cellule a la duplication de 'ADN, qui dure plusieurs
heures (6 a 24 heures selon les types cellulaires) et qui nécessite un environnement
extracellulaire chargé en facteurs de croissance et en nutriments. La phase S correspond au
temps nécessaire pour la synthese de I'ADN en double par réplication exacte du contenu
originel. La phase G2 ou de repos pré-mitotique correspond a la phase de synthese du matériel
nécessaire a la mitose. Enfin, la phase M qui correspond a la mitose, durant laquelle les

chromosomes homologues dupliqués migrent aux 2 péles des deux futures cellules filles.

Le bon déroulement du cycle cellulaire nécessite la présence de 6 complexes
protéigues appelées Cycline / CDK (kinase dépendante d’'une cycline), qui assurent le passage
des points de restriction entre la phase G1 et S, puis entre G2 et M et qui interviennent a des

moments précis du cycle cellulaire, en phosphorylant des substrats spécKigues §).

2.1.5.3.2 Le point de restriction G1/S
L’entrée des cellules en phase G1 nécessite la stimulation des cellules tumorales par

un facteur de croissance ou une hormone. La liaison du facteur de croissance a son récepteur
transmembranaire provoque une cascade de signaux intracellulaires a I'origine de I'activation
en cascade de protéines kinases entraine I'activation de c-Myc ou AP-1 (Activator protein-1)
pour déclencher la transcription du gene de la Cycline D. La liaison de I'cestrogéne sur son
récepteur nucléaire entraine directement ou via I'activation de la protéine c-Myc I'expression
de la cycline D (Fosteet al, 2001). Cette derniere s’associe avec la CDK4. Le complexe
ainsi formé et activé initie la phosphorylation de la protéine du rétinoblastome ou pRb.
Phosphorylée, la pRb libere E2F qui sert alors de facteur de transcription du gene de la
cycline E La fonction essentielle de la Cycline D / Cdk4 est donc d’activer, au début de la
phase G1 (G1 précoce), la transcription du géne de la cycline E intervenant dans la phase
suivante du cycle. Dans les cancers du sein, les cyclines D et E sont particulierement élevées
et sont considérées comme des facteurs de mauvais pronostic (Keyomarsi et Pardee, 1993).
Cette surexpression est un des mécanismes qui conduit & entretenir de fagcon continue le cycle

des cellules tumorales mammaires (Foster.e28D1).
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Figure 6 : Représentation des différentes phases du cycle cellulaire et des acteurs
moléculaires intervenants.

INK : inhibiteur de kinase (régulation négative ducley, cyc, cycline, cdk: kinase
dépendante d’'une cycline; : dégradation par les protéasomé&sapres PRADEE AB:
Regulation of cell cyclejn: ALISON MR editor.The cancer handbopkJK, London: Nature
Publishing Group, 2002, p15.

L’activité des CDK de la phase G1 et S est contrdlée par des inhibiteurs spécifiques de
kinases ou INK, dont I'expression basse constitue également un mécanisme entretenant le
cycle des cellules tumorales mammaire et représente également un facteur de mauvais
pronostic. C’est le cas de la p27 qui prévient I'activation des complexes CDK/Cycline E ou
CDK4/Cycline D et qui contréle ainsi la progression dans le cycle cellulaire (Cetrialy
1998). De méme la p21 (WAF1/CIP1), qui est un géne cible de la TP53, se lie au complexe
contenant la CDK2 ou 4 et régule le cycle cellulaire au niveau de la phase G1. La p21 se lie
également a PCNA, qui montre son implication dans le contréle de la phase S &Catiou
1998). En plus de l'induction du géene de la cycline D, les oestrogenes et les facteurs de

croissance sont également connus pour activer le passage des cellules tumorales de la phase




G1 a S en activant la dégradation des inhibiteurs p21 et p27 et en provoquant la diminution de
I'expression du géne codant la pRb dans le cancer du sein (Eoate2001; Gottardist al,
1995).

2.1.5.3.3 Le point de restriction G2/M
L’entrée des cellules en mitose nécessite I'activation du complexe Cycline A ou

B/CDK1 (cdc2). Avant que cette activation ne s’établisse, il existe un mécanisme de
surveillance du cycle cellulaire, qui peut étre activé par divers signaux (cassures des brins
d’ADN, arrét de la progression des fourches de réplication lors de la synthese de I'ADN...), et
qui permet d'arréter le cycle en G2, de sorte que la mitose ne soit pas déclenchée tant que la
réplication n’est pas totalement et correctement achevée. Une des cibles essentielles du point
de surveillance G2/M est la phosphatase Cdc25C qui sera inactivée. La fonction de Cdc25C
dans la progression normale du cycle est de déphosphoryler la Cdkl, rendant ainsi le
complexe Cycline A ou B/CDK1 actif. Les lésions de 'ADN activent les kinases Chkl et
Chk2 qui phosphorylent Cdc25C sur des sérines, ce qui entraine sa séquestration dans le
cytoplasme, loin de son substrat nucléaire Cdkl. Le complexe Cycline B/Cdk1 reste alors
phosphorylé donc inactif. Si la réplication est inachevée, c'est ATR qui intervient, en
phosphorylant Chk1 qui inhibe Cdk1.

La p21 a également pour cible le complexe Cycline B / Cdk 1, provoquant ainsi le
maintien de l'arrét en G2. Dans les cellules tumorales, le point de passage de G2 en M est
souvent dérégulée, méme lorsque des Iésions de 'ADN, apparaissent car le gene de la p53 ou
de BRCAL est souvent muté. La p53 ainsi que BRCA1, phosphorylées par la kinase ATM,
stimulent I'expression du gene p21. Dans le cas de BRCAL, cette protéine interagit a son tour
avec Chk1 et 2, pour bloguer le passage des cellules de la phase G2 a M (Deng, 2006).

2.1.5.4 La résistance a I'apoptose

Le développement d’'une tumeur est également favorisé par des meécanismes qui
permettent aux cellules tumorales d’échapper a I'apoptose. Ce mécanisme de mort cellulaire
est provoqué par deux voies principales : la voie extrinséque et la voie intrinBigure 7).
Brievement, la 4° dépend d'un signal extérieur, qui agia un récepteur de mort et
déclenche une cascade d’activation d’enzymes protéolytiques, les caspases. Celles-ci
provoque a son tour l'activation d’'une DNase, qui va fragmenter I'ADN et I'activation
d’autres enzymes clivant les protéines du cytosquelette, ce qui aboutit a la formation de corps

apoptotiques. La voie intrinséque est activée par un stress cellulaire (irradiation, infection
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virale, lésions de I'ADN,...). Elle commence par I'apparition de pores dans la membrane
mitochondriale, permettant la sortie de cytochrome ¢ dans le cytoplasme qui va se complexer
avec l'apaf-1 et la caspase 9 pour former I'apoptosome. Ce dernier active la cascade des
caspases. La perméabilité des membranes mitochondriales est contrélée par une série de

protéines inhibant (Bcl2), ou favorisant I'apoptose (Bax, Bad).

Les mécanismes d’échappement a I'apoptose sont diverses. Dans le cas des cellules
tumorales mammaires, la mutation du géne de la p53 représente un des moyens de s'opposer a
I'apoptose. La TP53, en tant que facteur de transcription, induit entre autre I'expression de la
protéine pro-apoptotique Bax, tandis qu’elle réprime celle de Bcl2 (Miyashiab, 1994),
mais induit également I'expression du géne Fas/Apo-1/CD95, codant pour un membre de la
superfamille des récepteurs du Tumor Necrosis Factor (Owen-Sehailip1995). Dans ce
dernier exemple, il est décrit que les cellules tumorales mammaires exprimant le ligand Fas et
ayant la p53 mutée résistent a l'apoptose et sont capables d’induire l'apoptose des
lymphocytes T cytotoxiques (Jageet al, 2002). Un 2™ mécanisme expliquant
I’échappement des cellules tumorales mammaires a l'apoptose est que les oestrogénes
induisent I'expression de Bcl2, une action inhibée par le tamoxifene (éagér 2002).

Enfin, un des mécanismes principaux de résistance a l'apoptose, correspond a la voie de
survie qui est activée par I'EGF et qui concerne les cellules tumorales mammaires
surexprimant c-Erb2. La voie de signalisation intracellulaire, déclenchée par la fixation du
facteur de croissance sur son récepteur, active des facteurs de transcription comie NF-
dontcertains génes cibles produisent des protéines anti-apoptotiquesdtrady@007 ; Van

Waes et al 2007).
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Figure 7 : Schéma simplifié des voies de régulation de I'apoptose.

(Modifiée d’aprés Desreux et Foidart, dans le livre (Le Séi@)lision 2007.

2.1.5.5La progression tumorale dans le cancer du sein

Le développement d’'une tumeur dans la glande mammaire ne se limite pas a une
prolifération anarchique et incontrolée de cellules néoplasiques exposées a des signaux de
prolifération. Au cours de leur prolifération, les cellules cancéreuses peuvent ainsi subir une
dedifférenciation plus importante, qui leur permet d’acquérir des propriétés migratrices et
invasives des tissus environnants de la glande mammaire. Ces nouvelles propriétés se
définissent sous le terme de transition épithélio-mésenchymateuse que subissent les cellules
tumorales mammaires et qui refletent les modifications dans les interactions entre cellules au
sein du tissu mammaire et un changement important dans I'expression des genes. La

modification de la matrice extracellulaire est ainsi une étape importante au cours de la




transition épithélio-mésenchymateuse, non seulement nécessaire a l'invasion par les cellules
tumorales mais aussi a leur prolifération. Elle permet aussi la formation de néo-vaisseaux, qui
favorise la croissance tumorale, et par la suite, représente le point de départ des cellules
cancéreuses migrant a travers leur paroi pour donner naissance a des sites métastatiques
(Figure 8).

‘ Angiogenese et
Matrice lymphangiogenése tumorales

extracellulaire
Stroma
tumoral
@%

Vaissaaux Fibrablaste

HDT \\
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Stroma
normal

Epithelium
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* -l: E\-I- ! I
Callule normale .

Callule précancéreuse Epuhgllum
Cellule :annéreuse arcinomateux

Figure 8 : Transformation du stroma au cours de I'évolution tumorale.

L'ensemble des modifications des structures préexistantes induites par les cellules
cancéreuses aboutit & la formation d'un tissu conjonctif et inflammatoire, associé aux cellules
tumorales, que I'on appelle le stroma. Le stroma fait partie intégrante de la tumeur et participe
a sa biologie.ll comporte généralement des cellules conjonctives, fibroblastes ou
myofibroblastes, des néo-vaisseaux sanguins, ainsi que des fibres extra-cellulaires de
collagene et d’élastine. Le stroma constitue donc un tissu de soutien et de nutrition @Ahmad
al., 1997). Ce schéma provienns du site Internet (Web Path) :

http://www.unilim.fr/theses/2005/sante/2005limo0100f/xml/ressources/image007.png&imgref
url (le 07- 03-2009).

L’acquisition d’'un pouvoir migrant, invasif et métastatique, s'accompagne donc de la
capacité des cellules tumorales mammaires a sécréter des substances telles que des
métalloprotéases matricielles (MMP), qui constituent une famille de protéases impliquées
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dans la dégradation protéolytique de nombreuses protéines de la matrice extracellulaire dont
la lame basale, mais également le VEGF, qui stimule la néo-angiogénése. Les MMP sont
d’ailleurs devenues des cibles potentielles dans le traitement anticancéreux (Egeblad et Werb,
2002). Les MMPs sont classées en quatre catégories : les collagénases interstitielles (MMP1,
MMP8 et MMP13), les gélatinases (MMP2 et MMP9), les stromélysines (MMP3 et MMP10)

et les métalloprotéases transmembranaires (MMP14, -15, -16, -17, -24, -25). Les collagénases
et les gélatinases, qui dégradent le collagéne de la matrice extracellulaire, sont
particulierement sécrétées par les cellules tumorales mammaires malignes et peuvent ainsi
promouvoir des métastases osseuses (Rose et Siegel, 2006e¥&at2005). La transition
épithélio-mésenchymateuse conduit également a I'expression de génes modifiant le
cytosquelette et la perte d’adhésion des cellules tumorales, pour favoriser leur migration.
C’est le cas des cellules de carcinomes mammaires canalaires, représentant 80% des cancers
du sein, qui, aprés une prolifération importante envahissant le canal galactophore, acquiérent
des propriétés invasives, débutant par la digestion de la lame basale apres sécrétion de MMP,
puis par I'envahissement du stroma qui s’accompagne d’'une expression de la vimentine et de
la perte d’expression de cytokératines et de la cadhérine E (McS&eaty 2007). Il est a

noter qu’au cours de leur migration dans les tissus environnants, les cellules tumorales
mammaires recgoivent également des stimuli provenant soit des fibroblastes actives, qui
remanient la matrice extracellulaire propice a la migration et I'invasion tumorale, soit des

macrophages infiltrants la tumeur qui sécretent 'EGF (McSletray, 2007).

Les facteurs responsables de la cancérogenése mammaire sont multiples. Les facteurs
de risque du cancer du sein, ainsi que des agents environnementaux chimiques (toxiques,
médicaments) ou encore physiques (les radiations ionisantes) auxquelles peuvent étre
exposées les cellules épithéliales mammaires, peuvent conduire a leur transformation en
cellules cancéreuses, en induisant la libération d’especes actives de I'oxygene (EAQO). Ces
dernieres sont a l'origine de dommages oxydatifs, qui en s’accumulant, participent
activement a la transformation des cellules (Valko et al., 2006). De plus, ces EAO agissent
sur la croissance des tumeurs, en activant de fagon constitutive certaines voies de

signalisation impliquées a la fois dans la prolifération et I'invasion des cellules tumorales.
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2.2 Les especes actives de I'oxygéne et les défenses antioxydantes dans le
cancer

La transformation d'une cellule normale en une cellule cancéreuse se déroule en
pluseurs étapes successives, au cours desquelles les especes actives de I'oxygene ou EAO
jouent un réle important par les effets déléteres qu’elles engendrent. Les défenses
antioxydantes intracellulaires et un certain nombre de protéines de réparation, en éliminant les
EAO et les dégats oxydatifs qu’elles induisent dans la cellule, constituent donc une barriere
potentielle importante a la transformation cellulaire. La croissance des cellules tumorales peut
eégalement dépendre des EAO libérées, par leur capacité a activer certaines voies de
signalisation intracellulaire et I'expression de nombreux genes impliqués dans la prolifération,
la migration et linvasion cellulaires. Dans ces cellules tumorales, un déséquilibre dans
I'expression des défenses antioxydantes contribue fortement a l'action des EAO sur la

signalisation cellulaire.

2.2.1 Les différentes espéces actives de I'oxygene (EAO)

La molécule d’oxygene, peu réactive, est réduite en eau au cours des différentes étapes
de la respiration cellulaire et est utilisée comme substrat dans de nombreuses oxydations
cellulaires. Au cours de ces réactions, des EAO apparaissent, comme I'anion superoxyde
(O2°-), le peroxyde d’hydrogéne ¢B,) et le radical hydroxyle (OH®). Dans les conditions
nomales, la production basale d’EAO est rapidement éliminée par les défenses antioxydantes
de la cellule. Lorsque cette production augmente ou lorsque les défenses antioxydantes sont
diminuées, leur accumulation dans la cellule est a l'origine de dommages irréversibles
définissant I'état du stress oxydant. Les conséquences sont la mort ou la transformation
cellulaire. De nombreuses pathologies telles que le cancer, les maladies inflammatoires et
neurodégénératives, s'accompagnent d’'un stress oxydant induit au niveau tisBigamne (

9).

L'O,°- résulte de la réduction monovalente de la molécule d’oxygéne. C’est un radical
libre relativement stable, a la fois oxydant et réducteur vis-a-vis de molécules organiques
comme les quinones et le noyau héminique des hémoprotéines. Sa charge négative lui permet
de traverser les membranes cellulaires en empruntant les canaux ioniques €Buayki
1997).
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Figure 9 : Les différentes pathologies dans lesquelles les EAO sont impliquées.
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Le peroxyde d’hydrogéne, formé secondairement par dismutation de, €3t a

I’origine d’'une autre EAO, le radical hydroxyle (OH®) en réagissant avec certains métaux

comme le fer ferreux ou I'ion cuivreux, selon la réaction de Fenton (Gutteridge1998)




Ce radical OH® est le plus réactif des EAO vis-a-vis de toutes les molécules
biologiques, a I'endroit méme ou le métal catalyse sa formation, en produisant d’autres
radicaux (Suzuki et gl1997).

Il existe aussi le NO ou monoxyde d’azote, qui est formé a partir de l'arginine en
présence d’oxygene, par l'action des NO synthétases (Cetliag 1995) et qui peut réagir
avec l'anion superoxyde pour donner des peroxynitrites (ONOO-), composés fortement

oxydants a l'origine des radicaux OfMates et Sanchez-Jimenez, 2000).

Enfin, I'oxygéne singulet'Q,) est une molécule d'oxygéne en état d'excitation, apparaissant
surtout dans les processus de photosensibilisation par les UV lorsqu'une molécule
photosensible excitée transfére son énergiea I'O

Dans des conditions normales, les EAO sont libérées au cours de certaines réactions
enzymatiques ou non, au sein de différents organites comme les mitochondries, les
microsomes et les peroxysomes ou encore dans le cytoplasme. Tous les facteurs
environnementaux comme certains xénobiotiques ou des polluants, les rayonnements
ultraviolets (UV) et les radiations ionisantes, ou encore les cytokines, susceptibles

d’augmenter le métabolisme cellulaire, induisent une production importante d’EAO.

Dans le cas du cancer du sein, la consommation d’alcool fortement corrélée avec le
risque de développer des tumeurs mammaires, est une source de production d’EAO
(Ambrosone, 2000).

Dans la mitochondrie, 2 a 5 % de §®ont libérés sous forme d&;® au niveau de la
chane respiratoire en conditions normales (Sohal et Brunk, 1992 ; ¥alklp 2006). Les 4
étapes qui consistent a réduire '@our former de I'HO, sont catalysées par la NAD(P)H
oxydase, la quinone réductase, la cytochrome réductase et la cytochrome okygiase (
10). Lors d’'une anoxie ou d’une hypoxie des tissus d’un organisme, le transport des électrons
est arrété au niveau du coenzyme Q (ubiquinone) de la chaine respiratoire des mitochondries.
Lors de la ré-oxygénation des tissus &3t alors réduit électron par électron au niveau de ce
coezyme Q, produisant ainsi une quantité importante,d:@\insi toute substance capable
d’augmenter ou de bloquer I'activité de la chaine respiratoire, induit la production d’'EAO

dans la cellule.
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Figure 10 : Production mitochondriale et prise en charge de I'anion superoxyde.

Au cours du transfert des électrons, dans des conditions physiologiques, il peut y avoir des
fuites d’électrons et production d’anion superoxyde)@ar le complexe | et le coenzyme Q.

O, est métabolisé par la superoxyde dismutase (SOD2, ou SOD Mn, étant l'isoforme
specifiquement localisée dans la matrice mitochondriale) en peroxyde d’hydrogedsg).(H
Cdui-ci peut étre décomposé en® par la glutathion peroxydase (GPx1), en présence de
glutathion réduit (GSH), se transformer en radical hydroxgel) par la réaction de Fenton,
enprésence de Be ou encore diffuser dans le cytoplasme et modifier I'activité de protéines
cytoplasmiques ou nucléaires en les oxydant. Le radical hydroxyle peut également oxyder les
protéines, ou 'ADN (mitochondrial et nucléaire), et induire la peroxydation lipidique (elle-
méme limitée par des piégeurs de radicaux libres, de nature lipophile, tels que la vitamine E
ou le coenzyme Q). Il est important de souligner ici la dualité d’action du coenzyme Q :
piégeur de radicaux libres, sous forme réduite, dans les membranes biologiques, il est la
source essentielle d'@dans la chaine respiratoire.

(D’aprése Carriere et a2006).

Dans les microsomes et les peroxysomes, l'activitéfld@senzymes ou oxydases,
impliquées dans I'oxydation des acides aminés, du glucose ou des acides gras a longue
chaine, libérent de I'tD, en utilisant 'Q comme accepteur d’électrorid’autres oxydases

comme l'aldéhyde oxydase ou la xanthine oxydase liberent dé-I'@nfin les mono-




oxygénases dépendantes du cytochrome P450, localisées dans la membrane des microsomes
et des peroxysomes qui sont impliquées dans le métabolisme de nombreuses molécules
biologiques ou de xénobiotiques, liberent également dese@ leur incorporant un ou deux

atomes d’oxygene (Yeldandi et. a2000).

D’autres voies métaboliques importantes sont également source d'EAO,
particulierement celle de la biosynthese des eicosanoides a partir de I'acide arachidonique, par
les activités de la lipoxygénase ou de la cyclooxygénase (Marnett, 1994). De méme, l'auto-
oxydation de nombreuses molécules comme les protéines possédant un groupement heme ou
thiol et les catécholamines, entraine la libération,d'@ans le cytoplasme. Dans le cas de la
carcinogenese mammaire, la voie métabolique impliquée dans la transformation des
cestrogenes est une source importante d’EAO. Une exposition prolongée des cellules
épithéliales mammaires aux cestrogenes libere des métabolites de ces hormones, qui peuvent

induire des dégats oxydatifs sur ’ADN (Cavalieri et Rogan, 2006).

Ces actions dépendent du niveau d’expression de la catéchol-O-méthyltransférase, qui est
responsable de la transformation des cestrogenes en un métabolite inerte. Une expression
faible de cette enzyme favorise la transformation des cestrogenes en dérivés quinoniques, sous
'action d’enzymes a cytochrome P450 (Mitrunen et Hirvonen, 2003). Ces dérivés
quinoniques sont trés réactifs avec I'ADN et sont eux-mémes générateurs d’EAO sous
I'action de réductases a cytochrome P450 (Sipe €1294).

Les phagocytes, lorsqu’ils sont activés par un antigene ou par des cytokines pro-
inflammatoires (« flambée respiratoire »), produisent une grande quantifé di@ce a la
présence d’'une enzyme membranaire, la NADPH oxydase. £etliéré est transformé en
H.O,, qui sert a son tour de substrat a I'activité de la myéloperoxydase pour produire des
hypochlorites trés efficaces contre les bactéries, levures ou parasites (Mates et Sanchez-
Jimenez, 2000).

2.2.2 Les défenses antioxydantes

Afin d’éviter I'accumulation des EAO a l'origine d’effets déléteres, chaque cellule de
'organisme possede des protéines enzymatiques et non enzymatiques, ainsi que des

molécules d’origine alimentaire et métabolique qui les éliminent.
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2.2.2.1L es protéines enzymatiques éliminant les EAO

Les protéines enzymatiques antioxydantes constituertt®laatriére de cette défense
anfoxydante, qui est constituée de 4 métalloenzymes essentielles: les superoxydes
dismutases (SOD), les glutathions peroxydases (GPX), la catalase et les peroxyrédoxines
(PRX). Leur activité et leur localisation dans la cellule sont complémentaires et assurent
I'élimination des anions superoxydes et du peroxyde d’hydrogéne dans tous les

compartiments intracellulaires.

2.2.2.1.1 Les superoxydes dismutases
Les SOD catalysent la dismutation deF©en HO; selon la réaction suivante :

20,” + 2H" — H,0, + O, (Fridovich, 1997).

Elles existent sous deux formes différant par leur métal cofacteur et par leur localisation : la
SOD Cu/Zn cytosolique (SOD1), nucléaire et peroxysomique, et la SOD Mn strictement
mitochondriale (SOD2), dont nous reparlerons plus en détail dans la partie (2.3) de cette étude
bibliographique. Il existe une®® forme localisée dans le milieu extracellulaire, dont

I activité dépend du cuivre et du zinc (SOD3) (Mates et Sanchez-Jimenez, 2000). Dans la
classification internationale, les SOD appartiennent au groupe des oxydoréductases

(EC1.15.1.1). Elles sont présentes dans toutes les cellules de mammiferes.

L’activité de la SOD Cu/Zn intracellulaire (SOD1) représente 80% de I'activité SOD
totale d’'une cellule. C’est une protéine dimérique d’environ 36 kDa, dont chaque unité
possede un site catalytique actif contenant un atome de cuivre et un atome de zinet(Banci
al., 1998). Seul le cuivre sous forme {participe & I'activité catalytique de I'enzyme, le
zinc assurant la stabilité de I'enzyme (Getzsiffal, 1983). L'expression de la SOD Cu/Zn
intracellulaire est plutét constitutive dans les cellules humaines. Son gene, situé sur le
chromosome 21 (région 21922) chez 'homme, posséde dans sa région promotrice une boite
TATA et CCAAT et des éléments de réponse de différents facteurs de transcription, qui
explique qu’il peut étre inductible par divers facteurs (€hal, 2001 ; Kimet al, 1994 ;

Minc et al, 1999 ; Yoo et a) 1999 ; Zelko et a] 2002)

La SOD Cu/zZn extracellulaire (SOD 3) est glycosylée et sécrétée dans l'espace
extracellulaire (Marklund, 1982). Cette enzyme est tétrameérique (135 kDa) dont les sous-
unités sont liées de facon non covalente, possédant chacune un atome de cuivre et un atome

de zinc. Le géne de la SOD 3 est situé sur le chromosome 4 (4p-g21) chez I'homme ; sa
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région promotrice posséde des séquences régulatrices dont celles correspondantes a la réponse
antioxydante ou ARE pour « Antioxidant Response Element » (&e¢lab 2002).

2.2.2.1.2 La catalase (CAT)
Dans les cellules eucaryotes, la catalase (EC1.11.1.6) est localisée principalement dans

les peroxysomes, dans lesquels résident de nhombreuses oxydases producti@es=taH

ed formée de quatre sous-unités, chacune ayant un groupement héminique au sein duquel le
fer est sous forme ferrique (Fp Cette enzyme de 240 kDa est active sous forme
tétramérique et possede une double activité, dépendante de la concentratiog©.en H
(Nordberg et Arner, 2001). A faible concentration, elle rédug@£n oxydant des substrats
donneus d’hydrogéne (phénols et alcools) selon la réaction suivante :

RH + H,O, —» R +2H0 + O=F&"

Pour des fortes concentrations en@, elle catalyse sa transformation en eau et en

dioxygene (Nordberg et Arner, 2001), selon la réaction suivante :
2H,0, —» O, + 2H0

Le mécanisme de régulation de la catalase est encore peu connu chez les eucaryotes. Il est
seulement décrit une régulation post-transcriptionnelle, qui correspond a la fixation d’'une
protéine dans la partie 3’ non traduite de TARNmde la catalase, lorsque la concentration en
H.O, est faible et qui se détache pour favoriser la traduction de cet ARNm lorsque la
conentration en EAO est forte (Sato et, 41992).

2.2.2.1.3 Les glutathions peroxydases
La glutathion peroxydase ou GPX est une enzyme formée de quatre sous-unités

contenant chacune un atome de sélénium incorporé dans une molécule de sélénocystéine
(dans laguelle I'oxygene du groupement OH de la sérine est remplacé par le sélénium). Chez
les mammiféres, elle existe sous 5 isoformes qui sont présentes dans les liquides
extracellulaires et dans les cellules au niveau du cytosol et des mitochondries. Bien que leur
expression soit ubiquitaire, les niveaux de chaque isoforme varient selon le type cellulaire.
Les GPX cytosoligues et mitochondriales (cGPX et GPX1) assurent I'élimination du
peroxyde d’hydrogene et des hydroxyperoxydes lipidiques en utilisant le glutathion (GSH)
comme donneur d’électrons (Mates et Sanchez-Jimenez, 2000), selon la réaction suivante :

ROOH + 2GSH —ROH + GS-SG (disulfide de glutathion ou GSH oxydeH,O
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La glutathion peroxydase la mieux connue, la GPX1 est un tétramere de 80 kDa
contenant un atome de sélénium dans chacune de ses 4 sous-unités de 20 kDa (Brown et
Arthur, 2001). Quelque soit le type cellulaire, elle est localisée dans le cytosol et dans la

matrice mitochondriale.

La GPX d’Ursini ou GPX cellulaire élimine les lipides peroxydés (Ursirgl, 1985).
La GPX2 cytosolique et la GPX3 extracellulaire sont faiblement détectées dans la plupart des
tissus, excepté dans les reins et le tractus gastro-intestinal. Quant a la GPX5, séléno-
indépendante, elle est exprimée spécifiguement dans les cellules de I'épididyme de souris et

présente une activité glutathion-S-transférase (de Haan &988)

L’activité des GPX intervient lors de faible concentration e®ilet dépend de la
présence de glutathion réduit (GSH). Ce dernier est un tripeptide antioxydant aussi appelé L-
v-glutamyl-L-cysteinyl-glycine, car il est utilisé conemréducteur d’'kHO, par la GPX ou a
I état libre dans la cellule. Son oxydation nécessite ainsi sa régénération par la glutathion
réductase selon le cycle oxydo-réducteur présenteigaré 11). (Mates et Sanchez-Jimenez,
2000).

Peroxyde
Glutathion redut d’hydrogéne
NADP+
(2GSH) H, O,
Glutathion Glutathion
‘\I réductase //l> peroxydase
Eitoflawmne SalEminm
e
NADFH. - Ean

H+ (GSSG) VL0

Glutathion oxydé

Figure 11 : Cycle oxydo-réducteur du glutathion

Une molécule de peroxyde d’hydrogene est réduite en deux molécules d’eau, alors que deux
molécules de glutathion sont oxydées dans une réaction catalysée par une enzyme utilisant le
sélénium, la glutathion peroxydase. Ce glutathion oxydé est ensuite réduite par une enzyme
dépendante de l'activité de la Riboflavine, la glutathion réductase.
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2.2.2.1.4 Les peroxyrédoxines
Les peroxyrédoxines (PRX) ou thiorédoxines peroxydases, découvertes en 1988, sont

de petites protéines de 22 a 27 kDa, capables de réduire directem@atdiHes peroxydes
d’acides gras (Chaet al, 1994).Elles sont divisées en 3 sous-classes majeures REd B

IV ayant 2 cystéines typiques, la PRX V ayant 2 cystéines atypiques et la PRX VI ayant 1
cystéine atypique. Ce sont des protéines présentes dans toutes les cellules de mammiféeres et
se localisent dans tous les compartiments cellulaires selon les sous-classes : les I, Il et VI sont
cytosoliques, la Il est exclusivement mitochondriale, la IV est dans le réticulum
endoplasmique et est sécrétée, la V est mitochondriale et peroxysomiquet{Rhe2005).

Lorsque ces enzymes réagissent avegQ}ielle se retrouve sous une forme oxydée, qui
nécessite leur régénération selon un mécanisme qui fait intervenir des molécules

antioxydantes, appelées thiorédoxines (Trx).

Ces derniéres sont des protéines ubiquitaires de 12 kDa qui existent sous différentes
isoformes, codées par des genes différents. Les formes majoritaires, Trx-1 cytosolique et
nucléaire et Trx 2 mitochondriale sont présentes dans toutes les cellules de mammiféres et
sont inductibles lors d’'un stress oxydant. Les thiorédoxines par leur groupement thiol, sont
donc nécessaires pour la réduction des peroxyrédoxines oxydées aprés réaction avec un
peroxyde. Une fois oxydée, la thiorédoxine est réduite par une oxydoréductase, la
thiorédoxine réductase (TrxR) de 55 a 65 kDa, qui possede un groupement sélénocystéine

dans son site actif et une activité dépendante du NADR}ie 12).

Les Trx et TrxR sont également impliquées dans la régénération des protéines oxydées
et des vitamines antioxydantes (C et E), et dans la régulation de I'activité de certains facteurs
de transcription comme AP-1 et NdB- (Watson et al] 2004)

Peroxyreédoxme oxvdeée Thiorédoxmme NADP*
reduite
Thioredoxme
Réductase

Thiorédoxme NADPH

; D T oxyiée
Peroxvredoxine réduite :

Figure 12: Le systéme de régénération des peroxyrédoxines par les thiorédoxines
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2.2.2.21 es autres protéines et molécules antioxydantes

La 2™ barriere de la défense antioxydante dans la cellule est formées gazymes
dégadant les produits issus de la peroxydation lipidique ou celles métabolisant les
xénobiotiques pro-oxydants. Cette barriere de défense comprend également les protéines
intra- et extracellulaires chélatant les métaux comme le fer et le cuivre, qui s’opposent ainsi a
la production d’'OH°via la réaction de Fenton. L’expression des protéines chélatrices est
régulée par la concentration en métaux dans la cellule grace a la présence d’éléments de
réponse sensibles au fer ou IRE pour « Iron Response Element », situé dans la région 5’ non
codante de 'ARNm codant la ferritine, ou encore en étroi@ation avec l'activité
enzymatique de 'heme oxygénase-1 et -2, qui intervient dans la dégradation de I'héme des
protéines héminiques (hémoglobine, cytochromes...) libérant le fer actif (Eisenstein et
Blemings, 1998). Parmi les protéines chélatrices des métaux, les métallothionéines (MT),
forment une famille de petites protéines codées par des génes différents, et jouent un réle
important dans la défense antioxydante de la cellule par leur capacité a chélater les métaux et
a piéger les radicaux OH° (Moffatt et Denizeau, 1997). En plus du GSH et de la Trx, des
molécules aux propriétés antioxydantes d’origine alimentaire, comme les vitamines A, E et C,
ou métabolique, comme l'ubiquinone et l'acide urique participent également a la défense

cellulaire (Mates et Sanchez-Jimenez, 2000).

Enfin, la NADPH-quinone oxydoréductase ou DT diaphorase, peut étre considérée
comme une protéine antioxydante, car elle catalyse la réduction par deux électrons des
composés quinoniques, ne libérant ainsi pas d'anion superoxyde. Cette enzyme
essentiellement hépatique, est localisée en grande partie dans le cytosol et plus faiblement
dans les microsomes et les mitochondries. Elle peut étre a I'origine de résistance des cellules
cancéreuses vis-a-vis de molécules anti-cancéreuses composées d’'un noyau quinonique telles

que les anthracyclines (Gutierrez, 2000).

2.2.2.3Les protéines de réparation des dommages oxydatifs

Les enzymes de réparation représentent la derniére barriere de la défense antioxydante
dans la cellule, et leur expression est indispensable afin d’éviter 'accumulation des dégats
provenant de l'oxydation des molécules biologiques, responsable de la mort ou de la
transformation cellulaires. Les méthionines oxydées en sulfoxyde sont réparées par une
enzyme spécifique appelée la méthionine sulfoxyde réductase, qui utilise la thiorédoxine
comme co-facteur (Nordberg et Arner, 2001). De méme, les protéines oxydées par les EAO
sont éliminées spécifiquement dans la cellule par le protéasome 20S, encore appelé
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macroxyprotéinase, indépendamment de 'ATP et de l'ubiquitine (Shringarpure et al., 2001).
En ce qui concerne les bases nucléiques oxydées, leur élimination est assurée par l'activité
d’'un groupe d’enzymes, comprenant les glycosylases qui coupent la liaison entre elles et leur
sucre, une polymeérase et une ligase qui les remplacent par les nucléotides corrects. L’activité
de ces enzymes est associée avec celle de la poly ADP-ribose polymérase (PARP), qui en
greffant des ADP-riboses sur les topoisomérases et les histones, entraine un blocage de la
réplication et de la transcription. Ces enzymes jouent donc un réle prépondérant dans le
maintien de l'intégrité du génome, en empéchant la transmission des mutations ponctuelles

engendrées par les EAO (Bohr et Dianov, 1999).

Enfin, certaines enzymes sont considérées antioxydantes, car elles sont impliquées
dans I'élimination des aldéhydes cytotoxiques issus de la peroxydation lipidique, telles que
'aldéhyde déshydrogénase, qui transforme l'aldéhyde en son acide -carboxylique
correspondant, et l'alcool déshydrogénase qui transforme I'aldéhyde en alcool. Ces deux
enzymes cytosoliques sont localisées majoritairement dans les hépatocytes. Les glutathion-S-
transférases (GST), qui sont présentes dans toutes les cellules de mammiféres, au niveau du
cytosol et de la matrice mitochondriale et qui sont impliquées dans I'élimination des
xénobiotiques, peuvent également conjuguer le glutathion a un aldéhyde cytotoxique pour

favoriser son élimination de la cellule.

2.2.2.4La régulation des défenses antioxydantes

En plus des éléments de réponse sensibles au fer ou «Iron Response Element »
régulant I'expression des protéines chélatrices du fer et des sites correspondant a AP-1 et a
NF-xB qui interviennent également dans la régulation dgeses codant des enzymes
antioxydantes (Moscowt al, 1992; Okudat al, 1988; St Claiet al, 2002; Van Remmeet
al., 1998), il existe d’autres séquences nucléotidiques appelées ARE pour « Antioxidant
Response Element » en amont de génes cibles codant les glutathion S-transférases (GST), les
métallothionéines, la DT diaphorase ou I'heme oxygénase. Ces éléments de réponse sont
constitués de deux sites de fixation AP-1, I'un parfait, 'autre imparfait, suivie d’une boite
GC, sur lesquels se fixent un hétérodimere formé de la protéine c-Jun ou Maf et d’'un membre
de la famille des protéines Nrf 1 et Nrf 2 (pour NF-E2 related factor 1 et 2) pour activer la

transcription des genes cibles (Jaiswal, 2000).

Dans I'exemple présenté eRigure 13), la protéine Nrf 2 retenue dans le cytoplasme
par une protéine inhibitrice appelée Keapl (pour Kelch-like ECH-associated proteinl), s’en

libére lors d’une augmentation d’'EAO ou aprés activation de la voie des MAPK, puis migre
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dans le noyau pour former un complexe avec c-Jun ou Maf qui active la transcription des
génes cibles. Cette réponse antioxydante constitue un mécanisme central a la fois dans la
protection des cellules normales en présence d’inducteurs de la production d’EAO et
responsables de la transformation cellulaire, mais également dans I'adaptation des cellules
tumorales vis-a-vis de certains agents anticancéreux générant un stress oxydant (Nioi et
Hayes, 2004; Wolf et 312001).
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Figure 13 : Facteurs de transcription recrutés sur I’Antioxydant Response Element ou
dans des conditions normales ou lors d’un stress oxydant.

Dans des conditions ARE homéostatiques, la protéine Maf ou Nrf 1. Bien que la protéine Nrf

2 soit capable de s’associer avec I'ARE, dans des conditions normales, elle est séquestrée par
Keapl dans le cytoplasme et va étre dégradé par le protéasome. Cependant, lors d'une
induction par les EAO, Nrf 2 est stabilisée, transloquée dans le noyau et déplace les
complexes répresseurs de la transcription des genes cibles de I'ARE pour s’'associer avec la
protéine Maf. (RE : Réticulum Endoplasmique). (Modifiée d’aprés Nioi et Hayes 2004).




2.2.3Le role des EAO dans la transformation cellulaire

Une production chronique et importante d’EAO, associée a une diminution des
défenses antioxydantes se traduit par la mise en place d’'un stress oxydant, qui s’observe par
I'apparition d’effets déléteres correspondant & des dégats oxydéaise( 14). Ces effets
délétéres irréversibles sont le résultat de I'oxydation des molécules biologiques par les EAO,
qui lorsgu’ils s’accumulent, entrainent les cellules vers la mort par apoptose ou vers la

transformation.
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Figure 14 : Origines et cibles intracellulaires des EAO
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L’'oxydation par le radical OH° des acides gras essentiellement polyinsaturés au sein
des phospholipides membranaires, initie une réaction en chaine a l'origine d’autres radicaux
libres oxygénés (ROO° ou radical peroxyle, ROOH ou hydroperoxyde et RO° ou alkoxyle).
Cet ensemble d’oxydation est appelé peroxydation lipidique. La peroxydation des lipides
entraine ainsi une désorganisation des membranes plasmiques et intra-cytoplasmiques, qui
perdent leur intégrité par une diminution de la fluidité et du potentiel de membrane. Les
acides gras peroxydes, libérés par l'activité de la phospholipasiBissent une hydrolyse
sponanée dans la cellule engendrant des aldéhydes cytotoxiques comme le malondialdéhyde
(MDA) issu de l'acide linoléique (Frankedt al, 1987) ou encore le 4-hydroxy-2-trans
nonénal (4-HNE) dérivé de I'oxydation disruptive des acides @@qacide arachidonique)
(Benedettiet al, 1980). Tres réactifs, ces aldéhydes réagissent a leur tour avec les fonctions
amines libres des protéines (Kikugawa et Beppu, 1987), des acides nucléiques (Reiss et
Tappel, 1973) ou encore des phospholipides (Bidlack et Tappel, 1973) en donnant naissance a
des pontages 1-amino-3-iminopropeéne ou AIP (Chio et Tappel, 1969) inter- et intra-
moléculaires, a l'origine de structures fluorescentes appelées lipofuschines et céroides
(Esterbaueet al, 1986). Lors d'un stress oxydant survenant au cours du vieillissement, lors
de cancers ou de maladies inflammatoires, ces structures s’accumulent dans les lysosomes des
cellules, qui meurent ensuite (Mates et Sanchez-Jimenez, 2000). La réaction des aldéhydes
cytotoxiques avec certaines bases nucléiques, conduit a la formation d’adduits mutagenes a

I'origine de la transformation cellulaire (Marnett, 1999).

Les protéines sont oxydées par le radical OH® et les hydroperoxydes lipidiques,
préférentiellement au niveau des acides aminés soufrés et aromatiques, ou elles se retrouvent
agrégées sous forme de lipofuschine, suite a la réaction des MDA ou 4-HNE avec leurs
fonctions NH libres. Ces réactions entrainent des changements dans leur structure et/ou dans
leur activité, a l'origine de la perte de fonctions biologiques pour la cellule et a une
désorganisation du cytosquelette a I'origine de leur mort ou de leur transformation (Stadtman
et Levine, 2003 ; Valko et al2006).

L’'oxydation des bases nucléiques par les EAO, comme la guanine et la thymine,
respectivement en 8-hydroxy-déoxyguanine (8-OHdG) et en thymine glycol, conduit a des
mutations ponctuelles transmises aux générations cellulaires suivantes, ou a des cassures
simple brin de 'ADN ou des ARN (Cooket al, 2003; Marnett, 2000). Ces altérations aux

niveaux des acides nucléiques activent la plupart du temps des signaux déclenchant
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'apoptose, ou entrainent une instabilité génétigue a l'origine de I'émergence de cellules

initiées, puis néoplasiques et tumorales (Goetz et Luch, 2008).

Dans le cas du cancer du sein, 'accumulation de mutations et de délétions induite par
les EAO est également associée a une déficience de certaines protéines de réparations de
'ADN (Karihtala et al, 2006), dont les plus connues sont la p53 et BRCAl ou 2
(Ambrosone, 2000).

Enfin, le radical OH° oxyde également les sucres simples des acides nucléiques ou les
structures glycaniques des constituants de la matrice extracellulaire, comme l'acide
hyaluronique ou les héparanes sulfates, ce qui entraine des modifications dans I'adhérence et
les interactions des cellules avec leur environnement, susceptibles dinduire leur

transformation (Mates et Sanchez-Jimenez, 2000).

2.2.4Le rble des EAO et des défenses antioxydantes dans la prolifération, la migration
et I'invasion des cellules tumorales

2.2.4.1La production des EAO dans les cellules tumorales

Les altérations génétiques présentes dans les cellules tumorales sont a l'origine
d’altérations métaboliques qui touchent en particulier la chaine respiratoire et qui conduisent a
une production limitée ou transitoire d’EAO. La mitochondrie la principale source d’EAO,
est tres sensible & l'oxydation car 'ADN de cet organite, est dépourvu d’histones.
L’accumulation de délétions ou de mutations ponctuelles en son sein entraine la synthése de
protéines mutées et donc des dysfonctionnements dans un grand nombre de cellules
tumorales, notamment d’origine mammaire (Carew et Huang, 2002; Golden et Melov, 2001).
Une étude récente a en effet montré que le transfert d'un ADN mitochondrial muté d’'une
cellule tumorale mammaire hautement métastatigue (MDA-MB231) provoque une
augmentation du pouvoir invasif de cellules qui ne I'étaient pas initialement (HelLa). Ces
mutations touchent des protéines du complexe | de la chaine respiratoire de la mitochondrie,
entrainant une surproduction d’EAO dans les cellules HelLa (Ishikawa 20@8). De méme,
la surexpression dans les cellules tumorales mammaires d'une enzyme comme la thymidine
phosphorylase, qui catabolise la thymidine, est également une source importante d’'EAO
(Brown et al, 2000).In vivo, les cellules tumorales sont également exposées a des EAO
libérées par les macrophages activés qui infiltrent les tumeurs, par I'intermédiaire de leur

NADPH oxydase membranaire libérant de grande quantitg®d{Storz, 2005). Des études
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récentes indiquent que les cellules tumorales sont capables de surexprimer la NADPH
oxydase membranaire (Fukuyama et 2005).

A cOté des effets délétéres provoqueés sur les molécules biologiques, ces EAO jouent le
réle de second messager intracellulaire en activant ou en interférant avec certaines voies de
signalisation qui conduisent a la prolifération, la migration et a linvasion des cellules
tumorales (Storz, 2005).

Selon les cas, les EAO oxydent des acides aminés sensibles de la protéine cible, en
particulier des cystéines, situées dans le site catalytique ou a proximité. Cette oxydation de
cystéines sensibles conduit a la formation de ponts disulfures intra- ou inter-chaines,
responsable d’'un changement de conformation de la protéine qui active certaines protéines
kinases et quelques facteurs de transcription, ou inactive certaines protéines phosphatases
(Thannickal et Fanburg, 2000).

2.2.4.2 Role des EAO dans la prolifération et la survie des cellules tumorales

Les EAO issues de l'activité constitutive et augmentée d’enzymes dans les cellules
tumorales participent ainsi a la transduction du signal conduisant ces cellules a proliférer, en
inactivant des protéines phosphatases ou en activant certaines protéines kinases comme les
sérine/thréonine kinases(Thannickal et Fanburg, 2000), en particulier la famille des protéines
kinases C (PKC) (Gopalakrishna et Jaken, 2000), ou encore les protéines Ras, Raf et les
mitogen-activated protein kinases ou MAPK (les extracellular-regulated kinases ou ERK), les
stress activated protein kinases/c-Jun N-terminal kinases ou SAPK/JNK et les p38 MAPK
(Allen et Tresini, 2000), ou encore les tyrosines kinases comme c-Abl et c-Src, qui sont
souvent surexprimeées et constitutivement activées dans de nombreuses cellules tumorales, et
dont leur implication biologique dans la prolifération et la migration cellulaires est clairement
établie fFigure 15) (Buettneret al, 2002; Srinivasaret al, 2008). Dans ces voies de
signalisation, les EAO stimulent également la libération d&,dequel est a I'origine de
seconds messagers en activant les phospholipases A2 et D (8ualkR000). Il a d’ailleurs
été montré qu’'une stimulation d’'un récepteur de facteur de croissance tel que celui de
« I'epidermal growth factor » engendre également la production d’EAO dans les cellules (Xie,
2003).

Un exemple de protéine phosphatase qui est la cible en particuligd,08t la rend
inactive, est la lipide phosphatase PTEN ou Phosphatase and tensin homology deleted on

chromosome TEN (Kwoet al, 2004 ; Leslieet al, 2003). Cette phosphatase déphosphoryle
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le second messager, le PIP3 en PIP2 et inhibe ainsi la voie de signalisation PISK/AKT qui
conduit a la survie des cellules tumorales. D’autres phosphatases sont aussi la cible des EAO
et se retrouvent ainsi inactivées, telles que la protéine phosphatase 2A (PP2A), qui régule la
transition G2/M du cycle cellulaire en contrélant I'activité de la phosphatase CDC 25C pour

cell division cycle 25 homolog C (Sommer et 2002).
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Figure 15 : Vois de signalisation des MAPK induite par les EAO

Une production modéré ou transitoire d’EAO module I'expression des genes impliqués dans
le développement, la différenciation, la croissance, linflammation ou la transformation
cellulaire. En effet, ces EAO interferent avec la voie de signalisation des MAPK en jouant le
réle de second messager et activent certaines protéines kinases (ASK1 pour apoptosis signal-
regulating kinase-1, PKC, Ras, Raf, MEK, MKK.....) suite a une stimulation de certains
facteurs de croissance (EGF, PDGF) ou de certaines cytokines inflammatoires (I4F

IL-3, IL-6) (Modifiée d’apres Valko et aR007).




Les EAO sont également impliquées dans la modulation de I'expression de géenes
impliqués a la fois dans la prolifération et la voie de survie des cellules tumorales, en activant
certains facteurs de transcription. C'est le cas de «l'activator-protein-1 » (AP-1) et du
« nuclear factor-kappa B » (NEB), qui sont activés lorsque I'équilibre oxydo-réducte
intracellulaire est plus oxydant. Le complexe AP-1, constitué d’'un dimére des protéines
oncogéniques de la famille Fos et Jun, se lie a un élément de réponse spécifique situé dans la
région promotrice de genes cibles impliqués dans le contrdle de la prolifération, tel que la
cycline D (Ozannet al, 2007). L’activité de ce complexe dépend de la phosphorylation de c-
Jun et de c-Fos par les MAPK et les PKC, mais aussi de I'oxydation par les EAO de cystéines
localisées dans le domaine de liaison a I'ADN des oncoprotéines (Detlitah, 1999;
Xanthoudakis et Curran, 1996). Cependant, I'activation d’AP-1 par les EAO est régulée par la
protéine Ref-1 ou Redox factor-1 (Hsti al, 2000). NF«B est composé de protéines qui
posedent un domaine Rel (p50, p65 ou Rel A, c-Rel ou p75, p52 et Rel B), permettant des
interactions homo- ou hétéro-dimériques ainsi que des interactions avec des protéines
inhibitrices de la familledB ou avec I’ADN. En absence de stimuli, les dimereEN¥exB
as®ciés a une protéine inhibitricacB, sont maintenus sous une forme inactive dans le
cytoplasme de nombreux types cellulaires. Lors d’'une stimulation par 'EGF par exemple,
mais dont la nature peut étre tres diverse (cytokines pro-inflammatoires, ultraviolets ou UV,
xénobiotiques), I'activation d’'une cascade de kinases aboutit a la phosphorylation de la
protéine kB, qui se détache du complexe Rel/lB-avant d’étre dégradée par le protéasome
(Figure 16). Le complexe Rel/NkB est transporté dans le noyau, se fixe & une séquence
spécifique de I'ADN et active la transcription de ses genes cibles impliqués dans la réponse
immunitaire ou inflammatoire, mais également dans la survie ou voie de résistance a
I'apoptose (ex : IAP-1 pour Inhibiting Apoptosis Protein-1, Bcl-2) (Kucharetadkl.,, 2003;
LaCasse et g11998).

Au contraire d’AP-1 et de NkB, certains facteurs de transcription impliqués dens |
contrdle du cycle cellulaire et de I'apoptose sont inactivés par les EAO. Le meilleur exemple

est le facteur de transcription p53 (Sun et Oberley, 1996).

2.2.4.3R0le des EAO dans la migration et I'invasion des cellules tumorales
De nombreuses études ont montré que les cellules tumorales métastatiques produisent
plus d’'EAO que les cellules tumorales non métastatiques, suite a de plus grandes altérations

métaboliques. Ceci expliqgue que les enzymes antioxydantes ou toute molécule antioxydante
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réduit considérablement I'activité métastatique de ces cellules tumorales (Niskikala
2005).
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Figure 16 : Représentation du mode d’action du complexe NkB dans la tranactivation
de la transcription de genes sous sa dépendance, suite a des signaux extracellulaires.

(Nlustration de Collot-Texeira 2003).

En dehors des protéines kinases, les EAO, en particuligd4,Hbnt également pour
cible des enzymes comme les métalloprotéases (MMP), qui dégradent les composants de la
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matrice extracellulaire et favorisent la migration des cellules tumorales. C’est le cas des
MMP-1 et 2, qui peuvent étre directement activées aprés oxydation p&r (Nelson et
Melendez, 2004).Kigure 17), ou indirectementia la transactivation dépendante de I'EAO et

du facteur de transcription AP-1 (Wenk et 4099; Zhangt al., 2002c).
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Figure 17 : Activation oxydative de la Métalloprotéase-1 (MMP-1) et contrdle redox de
la signilisation cellulaire menant a I'activation des MMP

A : Des oxydants comme I'HOCI ou 150, peuvent oxyder spécifiguement le résidu thiol de

la cystéine de la pro MMP-1, rendant celle-ci plus sensible aux processus de clivage
autocatalytiqgue de son domaine propeptididieLa transcription des MMP peut étre activée

par un complexe AP-1 parfait ou imparfait (respectivement constitué du complexe jun-jun ou
Fos-jun), d’une facon dépendante des EAO (Modifiée d’apres Nelson et Melendez 2004).




L’activation de NFkB par les EAO peut conduire a I'induction de I'expressde
genes dont les produits jouent un role dans la migration et I'invasion des cellules tumorales
(ex: ICAM-1 pour Inter-Cellular Adhesion Molecule-1, VCAM-1 pour Vascular Cell
Adhesion Molecular-1 et certaines MMP) (Baldwin, 2001; Boetrsal, 2000; Collins et
White, 1995). La migration et I'adhésion cellulaire sont aussi dépendantes de la fixation des
intégrines a la matrice extracellulaire. Récemment, une étude a montré que I'activation des
intégrines est liee a une surproduction d’EAO provenant de la NADPH-oxydase, de la 5-

lipooxygénase et des mitochondries des cellules tumorales (Svineng2e0al).

De méme, il existe un autre facteur de transcription, qui joue un réle important dans la
migration et I'invasion des cellules tumorales, et qui favorise la formation de métastases. I
s’agit de HIF, ou facteur induit lors d’'un épisode hypoxique, qui est également activé dans les
cellules tumorales en présence gH ou par I'activation dépendante des EAO des protéines
Src et Ras (Gaet al, 2002; Zhonget al, 1999). Ce facteur de transcription constitue une
famille de facteurs de transcription, Hlk;2HIF-30, ARNT2, ARNT3. HIF-1 est le plus
prépondérant et existe sous forme d’'un hétérodimere HIEtIHIF-1(3 (Semenza, 2001). Ce
dernier complexe est transporté dans le noyau et se lie a son élément de réponse spécifique
situé dans le promoteur des genes cibles tel que le VEGF, qui joue un role important dans
'angiogenese tumorale et la dissémination des cellules tumorales métastatiques, mais
également des genes cibles impliqués dans I'adaptation des cellules a une faible tepaeur en O
(Semenza, 2001).

2.2.4.4R0le des EAO dans I'angiogenése tumorale

Les cellules tumorales, en produisant des EAO intracellulaires, activent le facteur de
transcription HIF, qui active a son tour I'expression du facteur angiogénique, le VEGF.
L’addition d’antioxydants dans le milieu de culture de ces cellules tumorales bloque ainsi la
synthese et la sécrétion du VEGF (Grzenkowicz-Wyatral, 2004). C’est une des voies
impliquant les EAO dans I'angiogenése tumorale. Cependant, il existe également une relation
importante entre les cellules tumorales et les cellules endothéliales a l'origine des néo-
vaisseaux tumoraux, qui est dépendante en particulier d& Oshio-Fukai et Nakamura,
2008) Cette relation a particulierement été mise en évidence dans les carcinomes mammaires
(Desouki et al, 2005). Brievement, le VEGF, libéré par les cellules tumorales, qui sont
stimulées par des facteurs de croissance comme I'EGF d’origine tumorale, ou encore des
cytokines ou des EAO provenant des macrophages infiltrants les tumeurs, agit sur les cellules

endothéliales proches par I'intermédiaire de son récepteur de type 2. Cette fixation entraine
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une transduction du signal qui est a l'origine de l'induction de I'expression de NADPH
oxydase a la surface des cellules endothéliales. Les EAO libérées de I'activité de cette enzyme
membranaire d’origine endothéliale activent les voies de transduction intracellulaire, qui
conduisent a la prolifération, la migration et la formation de tubes précurseurs des
néovaisseaux (Ushio-Fukai et Nakamura, 2008). Souvent, la néovascularisation induite par les
tumeurs augmente généralement le niveau d’EAO dans les cellules tumorales, suite a la
réoxygenation brutale, qui peut conduire a I'activation de NF-kB par les EAO. Ce facteur de
transcription conduit les cellules tumorales a exprimer des protéines d’adhésion aux cellules
endothéliales, telles que ICAM-1 et VCAM-1 et a favoriser leur dissémination (Brown et
Bicknell, 2001).

2.2.5R6le des défenses antioxydantes dans l'action des EAO sur les voies de
signalisation

Selon les types de cancer, les altérations génétiques, accumulées au cours de la
transformation des cellules et de la croissance tumorale, conduisent a des polymorphismes
génétiques dans la région promotrice ou dans la partie codante des génes, ainsi qu'a des
mécanismes épigénétiques actives dans les cellules tumorales, qui sont a lorigine de
déficiences dans I'expression des enzymes antioxydantes, en particulier celles qui éliminent
directement les EAO (Ahat al, 2006; Coxet al, 2006; Huet al, 2005; Ravn-Harest al.,

2006). Ces déficiences dans les défenses antioxydantes sont également responsables de
'augmentation du niveau des EAO dans les cellules tumorales. Contrairement aux cellules
normales qui possedent une défense éequilibrée entre toutes les enzymes antioxydantes, le
déséquilibre qui existe dans les cellules tumorales est en partie a l'origine de I'implication des
EAO dans l'activation des voies de signalisation conduisant a la prolifération, a la survie ou
encore a la migration et l'invasion de ces cellules tumorales. Ce déséquilibre dépend du
niveau d’'expression entre les superoxydes dismutases et les enzymes élimp@ntUthe
accumulation d’O2°- est souvent associée a une déficience dans I'expression des SOD,
conduisant préférentiellement a l'activation de protéines kinases impliqguées plutét dans la
prolifération, telles que Ras, Raf et les MAPK (Oberley, 2005). Par contre, I'accumulation
d’'H202 est souvent associée a une surexpression des SOD et a une déficience dans les
enzymes éliminant cette EAO, ce qui entraine plutbét une activation de la migration et
l'invasion des cellules tumorales. En effet 'TH202 active des protéines kinases telles que c-
Src et c-Abl et de facteurs de transcription (AP-1 et«Bl;- tandis qu'il inactive des
phogphaases comme PTEN (Ridnoet al, 2004). Ceci expliquerait que la surexpression de
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la SOD Cu/Zn dans des gliomes humains entraine une inhibition de la croissance cellulaire
d’environ 42% (Zhanget al, 2002c), tandis que la surexpression de la GPX entraine est
surexprimée dans les cellules tumorales du pancréas, leur prolifération est diminuée de 50%
(Liu et al, 2004).

Le déséquilibre entre les enzymes antioxydantes varie selon le type de cellules
tumorales, comme le rapporte Tableau 1. Des modéles de souris invalidées pour le gene
codant Nrf 2 présentent des déficiences dans I'expression d’enzymes antioxydantes et de
phase Il, et sont ainsi plus sensibles aux carcinogenes et développent plus rapidement des

tumeurs que les souris normales (Giudice et Montella, 2006; Ramos-Gome2@03a).

Dans le cas du cancer du sein, la plupart des enzymes antioxydantes sont surexprimées
dans les tumeurs mammaires, a I'exception de la catalase et de la SQR_RMN&aQ 1). Dans
le cas de la catalase, des souris invalidées pour son gene développent de nombreuses tumeurs
mammaires spontanées (Iskii al, 1996), soulignant ainsi I'importance de cette enzyme
antioxydante contre le développement du cancer. C’est pourquoi, une étude récente révele
gu’une alimentation riche en polyphénols, des antioxydants naturels, contenus principalement
dans le vin rouge et dans le thé vert, permet d’inhiber a la fois la croissance et l'invasivité de

tumeurs mammaires métastatiques (Thangapazham 20ar).

Parmi toutes les enzymes antioxydantes, notre intérét s’est porté essentiellement sur la
superoxyde dismutase a manganese (SOD Mn), dont l'implication biologique dans le

développement du cancer est mal définie et semble dépendre de son niveau d’expression.
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Enzymes . Lex
antioxydantes Type de cancers Expresion Références
sein Elevée (Punnonen et g311994)
foie Faible (Liaw et al, 1997b)
SOD Cu/zn
poumon Faible Jaruga et a) 1994
Leucémie myeéloide aigyé  Faible (Er et al, 2007)
sein Elevée (Punnonen et g311994)
GPX poumon Faible (Coursin et Cihla, 1996)
pancréas Faible (Cullen et Kelly, 1993)
sein Faible (Punnonen et g11994)
leucémie Elevée (Marklund et al, 1982)
CAT
Cellule néoplasique Faible (Marklund et al, 1982)
foie Faible (Sato et al 1992)
thyroide Elevée Yanagawa et al 1999
poumon Elevée (Changet al, 2001)
PRX _ ] (Noh et al, 2001)
sein Elevée ,
(Karihtalaet al, 2003)
poumon Elevée (Park et al, 2006)
MT sein Elevée (Fresno et a) 1993)
GST cancer en général Elevée (Tews, 1999)

Tableau 1: Résumé des études sur I'expression des enzymes antioxydantes (SOD Cu/Zn, GPX,
CAT, PRX, MT et GST) dans des tumeurs humaines comparées aux cellules normales. Les
études ayant portées sur moins de 5 échantillons tumoraux sont exclues.




2.3 La Superoxyde Dismutase dépendante du Manganes (SOD Mn ou
SOD2)

2.3.1 Structure de la SOD Mn

A l'inverse de la SOD Mn des procaryotes qui est dimérique, celle des mammiferes est
homotétramériqgue avec une masse moléculaire de 80 kDa (Hassan, 1989). L'activité de la
SOD Mn représente 20% de I'activité totale cellulaire, et peut étre inhibée p@p EHpar
les peroxynitriteGrzelaket al., 2000). Dans I'enzyme native, les sous-unités ne sont pas
reliées entre elles par un pont disulfure, mais seulement par des liaisons ioniques. Chaque
sous-unité d’environ 21 a 23 kDa, contient dans son site catalytique un atome de Mn sous la
forme Mrt*. Les ligands du manganése sont trois chaines latérales d'histidine, une chaine
latérale d'aspartate et une molécule d'eau ou un ioh SDKant I'état d'oxydation du
manganese (respectivement Il et Ill). La SOD Mn est localisée strictement dans la
mitochondrie. La structure primaire de chaque sous-unité possede une séquence d’'adressage
du c6té NH-terminale, qui assure le transport de la protéine nouvellement synthétisée dans la
marice mitochondriale. Une fois transportée dans la mitochondrie, le peptide signal est
finalement clivé par une peptidase de la matrice mitochondriale et les 4 sous-unités

s’associent alors pour donner naissance a I'enzyme active (Ryan et Jensen, 1995).

2.3.2 Structure et régulation du gene de la SOD Mn

2.3.2.1Structure du géne

La SOD Mn mitochondriale est codée par un géne nucléaire sur le bras court du
chromosome 6 (60925), qui est constitué de 5 exons interrompus par 4 introns. La région
proximale du promoteur de ce géne possede une région riche en éléments GC (de —189 a —86
pb du site d'initiation de la transcription), mais pas de boites TATA et CAAT (&Vah,
1994). En dehors de cette région proximale, le promoteur comporte des éléments de réponse
pour différents facteurs de transcription, dont certains sont caractérisés et d’autres restent
potentiels (St Clair et 312002).

2.3.2.2Régulation de I'expression constitutive de la SOD Mn

L’expression constitutive ou basale du gene de la SOD Mn dépend essentiellement de
sa région proximale. Cette derniére contient une région riche en GC qui renferme
essentiellement des sites de fixation 5-GGGCGG-3’ et 5-GGGCGCGG-3', respectivement
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pour les facteurs de transcription « Specificity protein 1 » ou Spl, « Activating pratein-2
ou ARP-2¢ (St Clair et al, 2002).

Dans une lignée de cellules d’hépatocarcinomes ou dans des fibroblastes pulmonaires
de foetus humains, le facteur Spl agit positivement sur I'expression constitutive de la SOD
Mn (Xu et al, 2002; Yehet al, 1998), alors qu’AP-2da réprime (Zhuwet al., 2001). Cette
expression constitutive est également fortement diminuée par le facteur de transcription Egr-1
ou Early growth factor-1, qui interagit avec 4 éléments de réponse spécifiques, chevauchant
ceux du facteur de transcription Spl (-169 a —96 pb) (Porntadewiglt, 2001). Tres
récemment, il a été identifié au sein du laboratoire, un nouvel élément de réponse a une
protéine, dont I'activité comme régulateur de la transcription n’était pas connue. Il s’agit de la
protéine Damaged DNA Binding 2 protein (DDB2), qui est impliquée dans le maintien d’'une
expression constitutive faible dans les cellules tumorales mammaires hormono-dépendantes
(Minig et al, 2009), et dont nous reparlerons dans la partie (2.4) de cette analyse
bibliographique.

Enfin, il existe des mécanismes épigénétiques qui ont été mis en évidence dans des
gliomes de rat et dans des myoblastes de souris, qui sont responsables du maintien d’'une
expression constitutive faible de la SOD Mn dans les cellules. Une importante méthylation de
la région riche en G et C a été mise en évidence, ainsi que la présence d’histones (H3 et H4)
dans la partie proximale du promoteur du gene de la SOD (Haaatg 1997; Maeharet al.,

2002).

2.3.2.3Régulation de I'expression induite de la SOD Mn

La présence de plusieurs éléments de réponse dans le promoteur, au-dela de sa région
proximale, ainsi que dans lintron 2 du gene de la SOD Mn, fixant différents facteurs de
transcription, révele que le géne de la SOD Mn est inductible par de nombreux agents
chimiques ou physiques, quelque soit le type cellulaire (St €taal., 2002; Wanet al,
1994 ), tels que :

- des cytokines (interféron ¥NFo ou IL-1p) (Harris et al, 1991;Masudeet al., 1988;
Tsan et al 1991; Tsan et 311992),

- les radiations ionisantes et les ultraviolets A (Posstigl, 1999; St Clairet al,
1992; Suresh et 211994),

- les esters de phorbol (Kimt al, 1999; Porntadavitet al, 2001; Tanakat al,
2000),




- les générateurs d’EAO intracellulaires, comme le paraquat, les épisodes
d’hypoxie/hyperoxie ou les molécules anticancéreuses (Doroshaly 1991; Mantymaat
al., 2000; Negoro et gl2001; St Clair et a11991),

- l'acide arachidonique (Bianchi et a2002).

Parmi les éléments de réponse bien caractérisés, le « Manganese Superoxide TPA
Response Element » (MSTRE), située entre -1292 et -1202 pb du site d'initiation de la
transcription, et sur lequel se fixent les protéines CREB/ATF-1, est responsable de 'induction
du gene de la SOD Mn par les esters de phorbol dans des cellules d’adénocarcinomes

pulmonaires humains (Kim et.alLl999).

Deux autres régions situées vers —1249 et —997 pb interagissent avec le « Forkhead
transcription factor 3a » ou FOXO3a dans la région promotrice du géne de la SOD Mn. Ce
facteur de transcription participe a la protection des cellules quiescentes humaines contre le
stress oxydant en régulant I'expression de la SOD Mn (Kapsl, 2002). De plus, des
travaux réalisés dans des cellules musculaires lisses de rat, ont démontré que la
phosphorylation de FOXO3a engendrée par Akt, est capable de moduler I'expression du gene
de la SOD Mn, en fonction de I'age du rat (Li et 2006b).

En dehors de la région promotrice, il existe une région située dans le deuxieme intron
du geneSOD2, mise en évidence chez la souris et chez I'humain, appelée TNF-RE ou
« Tumor Necrosis Factor Response Element », contenant un élément de réBoisse -
laqudle se fixe le facteur de transcription MB; sous la forme d’un hétérodimére p50/p65 et
p50/RelB (Jossoret al, 2006), et qui est responsable de I'induction du gene de la SOD Mn
par I'lL-1Ba, le TNFo ou encore les esters de phorbol (Berretrdl., 2001; Darvilleet al,

2000; Gueet al, 2003; Xuet al, 1999a). (Figure 18). Une étude menée dans des fibroblastes
modifiés a permis de préciser que I'activation dekf-par ces esters de phorbol est possible
grace a une inhibition de la synthése gBd (Inhibitory kBa). Les esters de phorbol sont
capables d’activer la protéine kinase C (PKC), qui phosphokBe,| entrainant ainsi sa

dégradation (Kiningham et.ak004).

L’activation du facteur de transcription B est essentielle mais insuffisante dans
I'i nduction du gen&OD2 par les cytokines, car le TNF-RE contient également un site de
fixation pour C/EBP ou CAAT-enhancer binding protein (Maehatral, 1999; Ranjan et
Boss, 2006). Cependant, [lintervention d'une protéine co-activatrice, appelée
Nucléophosmine (NPM) de NkB a été mise en évidence dans des fibroblastes drarés
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(Dhar et al, 2004). Cette protéine assure le lien entrexBHixé sur le TNF-RE et Spl

présent sur un de ses sites de fixation dans la partie proximale du promoteur du gene de la
SOD Mn, en interagissant avec une séquence répétée de 11 guanines dans la région riche en
GC de la partie proximale du promoteur du gene de la SOD Mrei(Cél, 2007). La méme

équipe rapport également que la p53, qui est présente dans le complexe Spl/BMEBH--
suseptiles de s'opposer a linduction du gene de la SOD Mn dans des cellules
d’hépatocarcinoms humains exposées a des cytokines, en interagissant physiquement avec
Spl (Dhar et al2006).

INDUCTEURS
Esters de phorbol TNE-a
IL-1p
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Figure 18 : Localisation sur le promoteur du gene de la SOD Mn des sites de fixation des
facteurs de transcription régulant I'expression constitutive (Sp1, AP-&) ou induite par
diverses substances (TN, IL-1p, esters de phorbols) de la SOD Mn.

Voir texte détaillé paragraphe (2.3.2.3)

2.3.2.4Régulation post-transcriptionnelle de la SOD Mn
Il existe également une régulation post-transcriptionnelle de la SOD Mn mise en

évidence chez le rat, qui se caractérise par la fixation dans la région 3' non codante, d’'une
protéine cytosolique de 90 kDa appelée MnSOD-BP pour SOD Mn Binding Protein, et qui
augmente ainsi la traduction de 'ARNm codant I'enzyme antioxydante (Knirsch et Clerch,
2000). Cette protéine est produite lors d’'un stress oxydant et est activée a la suite d’'une

déphosphorylation d’'une tyrosine (Knirsch et Clerch, 2001).




Dans toutes les cellules, deux ARNm codant la SOD Mn sont produits avec des tailles
respectives de 1 et 4 kb, car il existe deux sites de polyadénylation dans la région 3’ non
traduite (Hurtet al, 1992). Chez le rat, la demi-vie de ces ARNm est de 4,2 heures et dépend
de la présence d’'une séquence d’environ 280 nucléotides située dans la région codante, dont
le réle serait d’accélérer la synthese de novo de I'enzyme (Davis 20@1). Cette régulation
post-transcriptionnelle expliquerait ainsi l'augmentation rapide du taux d’ARNmM sous
l'influence des divers stimuli cités précédemment, et un retour au taux basal en quelques

heures.

2.3.2.5Les voies de transduction de la régulation de I'expression de la SOD Mn

Les voies de transduction activées par les inducteurs de I'expression dsQ@dene
sont pas toutes élucidées. En présence d’esters de phorbol ou de molécules anti-cancéreuses,
I'induction dépend dans les cellules tumorales de I'activation de la protéine Kinase C (PKC)
(Das et al, 1998). Au laboratoire, il a été montré qu’en présence d’acide arachidonique,
'induction de la SOD Mn observée dans des hépatocarcinomes, implique également
I'activation de la PKC, mais aussi de la p38 MAPK, et ocaai la génération dEAO
intracellulaires provenant du métabolisme de l'acide gras (Biaidli, 2002). En effet, les
EAO jouent le réle de seconds messagers dans la régulation de I'expression de la SOD Mn
(Warneret al. 1996), notamment lors de l'induction du geéa®D2 par le TN& dans des
cdlules humaines de carcinomes oraux (kiual, 2000a). Par contre, selon la cytokine
induisant le gene de la SOD Mn, le mode d’action peut étre différent. Ainsi, I'induction de
I'expression de la SOD Mn par I'lL-18st dépendante de NiB, qui n’est pas activé d’'une
facon dépendante des EAO (Rogetsal, 2001). De méme, dans les cellules mésengiales et
les astrocytes de rat, le céramide est le second messager qui est impliqué dans la transduction
du signal des cytokines pro-inflammatoires, conduisant a l'induction de I'expression de la
SOD Mn (Pahart al, 1999). En conséquence, les voies de transduction du signal conduisant
a I'induction du géne de la SOD Mn semblent donc dépendre de la nature de l'inducteur mais

aussi du type cellulaire.

2.3.3Rdles biologiques de la SOD Mn dans les cellules

Depuis la découverte de la SOD Mn (Keeleal., 1970), un trés grand nombre
d'articles ont été publiés sur I'implication biologique & la fois de, '@t cette enzyme
antioxydante, dans un large spectre de pathologies. La SOD Mn est indispensable dans les

cellules eucaryotes. En effet, des souris invalidées pour leSf@B2 meurent rapidement a
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la naissance soit de cardiomyopathies, soit de troubles neurodégénératifs, selon les
antécédents génétiques de I'animal (Lebovitz et1&I96).

Elle représente la premiere ligne de défense de la cellule, car elle élimjie 'O
principalement formé dans le compartiment mitochondrial, en catalysant sa dismutation en

H,O et HO,, selon la réaction suivante :
20,°- + 2H — H0, + O

L’enzyme joue ainsi un rble anti-apoptotique car I'élimination de°{Qle la
mitochondrie est associée a la transformation dgdiHen eau par la GPX et/ou la PRX Il
mitochondriale, diminuant la libération du cytochrome ¢ dans le cytosol et empéchant ainsi
l'activation de la caspase 9 et le clivage de la PARP par la caspase 3. De plus, la
surexpressiorin vitro de la SOD Mn protege les cellules de l'apoptose induite par les
cytokines pro-inflammatoires (Kininghaet al, 1999; Noshiteet al, 2001). Ainsi, la SOD
Mn joue un r6le protecteur contre les maladies inflammatoires, notamment en protégeant les
cellules exposées aux cytokines pro-inflammatoires (Badtial, 1973; Salin et McCord,
1975). Elle protege également contre les effets d'un épisode d’hypoxie ou d’hyperoxie
(McCord, 1985), & l'origine d’'une surproduction @'Cau sein de la chaine mitochondriale
descellules du poumon (Wispet al, 1992) ou du cerveau (Kellet al, 1998). La SOD Mn,
associée a d'autres enzymes éliminant®p] intervient aussi dans la survie des neurones, en
éliminant les EAO qui sont impliquées en partie dans certaines maladies neurodégénératives
comme Alzheimer, Parkinson et Huntington (Galeettal, 2005) ou méme dans le diabete
(Maritim et al, 2003). Enfin, I'un des derniers rdoles biologiques de la SOD Mn largement

étudié, est son implication dans le développement des tumeurs (St Clgid894).

2.3.4R0le de la SOD Mn dans le cancer

Plusieurs observations dans la littérature révelent I'existence d’'une relation étroite
entre I'expression constitutive du gene de la SOD Mn et le développement du cancer
(Oberley, 2001). La SOD Mn est lI'une des enzymes antioxydantes, dont la régulation de
I'expression du géne est fortement modifiée au cours de la transformation d’'une cellule
normale, de la croissance tumorale, ou encore de l'acquisition de la résistance des cellules

cancéreuses vis-a-vis des substances anticancéreuses.
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2.3.4.1Expression de la SOD Mn dans les cellules tumorales

L’expression constitutive de la SOD Mn augmente au cours du développement
embryonnaire, et dans les cellules qui se différencient (St &lalr, 1994). Cependant, cette
expression diminue au cours de la transformation des cellules normales en cellules tumorales
(Borrello et al, 1993; Oberley, 2001). Cette expression évolue ensuite selon l'origine et le

grade de la tumeur.

Il a été observe, a la foim vitro etin vivo, que la SOD Mn est faiblement exprimée
dans les cellules tumorales de mélanomes, de fibrosarcomes, de gliomes, de la prostate, du
pancréas et du foie (Aidet al, 1994; Churchket al, 1993; Liet al, 1998a; Safforcet al,
1994; St Clairet al, 1992; Weyderet al, 2003; Zhonget al, 1997), ainsi que dans les
leucémies (Kato et 312003).

Cependant, d’autres études rapportent que I'expression de la SOD Mn est augmentée
dans d’autres types de cellules tumoratedtro, et en fonction du grade de la tumeuvivo.
Cette expression élevée de I'enzyme antioxydante est associée avec les capacitésimvasives
vitro et in vivo et donc la malignité des cellules cancéreuses, et correspondrait a un
mécanisme protecteur développé par les cellules tumorales diminuant I'efficacité des
traitements anticancéreux. C'est généralement le cas pour les carcinomes oesophagiens,
gastriques, colorectaux et pulmonaires (Chung-manetal, 2001; Izutaniet al, 1998;
lzutaniet al, 1996; Jansseet al, 1998; Korenagat al, 2003; Tohet al, 2000a; Totet al,
2000b), pour les cancers de l'ovaire, de la thyroide, pour des mésothéliomes, ou encore des
tumeurs d'origine neuroépithéliale (Cobésal, 1996; Kahloset al, 1998; Kahloset al,
2000; Kinnulaet al, 1996; Landriscinat al, 1996; Nakatat al, 1992; Nishidaet al, 1993;

Ria et al, 2001), ainsi que dans les cellules métastatiques du foie (SkrzyckizaGa).

2.3.4.2Reégulation de I'expression de la SOD Mn dans les cellules tumorales

Dans les cas ou l'activité de la SOD Mn est plus faible dans les cellules tumorales que
dans les cellules normales, il s’agit plutét d’'un défaut de transport de la pro-protéine dans la
mitochondrie ou encore de I'expression de son gene que d’'une modification de la structure
primaire de la protéine, ou d’'une diminution de la stabilité de TARNm de la SOD Mn (St
Clair et Holland, 1991). Le mécanisme apparait différent selon le type de cellules tumorales.

Il a été montré qu’'une perte d’hétérozygotie sur le bras long du chromosome 6,
touchant le locus du gerf®OD2 est responsable de I'expression trés faible de la SOD Mn

dans les mélanomes malins humains (Millikin et al., 1991).
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Un polymorphisme génétique peut également étre a l'origine d’'une activité faible de la
SOD Mn dans certaines cellules tumorales. Ce polymorphisme du @B2 est une
substitution d’une thymine a la place d’'une cytosine dans la partie codante du gene, qui fait
apparaitre au codon 16 une valine a la place d’'une alanine (C1183T, exon 2) dans le peptide
signal. Cette mutation transforme la conformation en hélinative de la séquence signal de
localisation mitochondriale de la protéine, en feufléShimoda-Matsubayaskt al, 1996).
La conséquence observée est une concentration intra-mitochondriale diminuée de I'enzyme
antioxydante et donc d’'une diminution de son activité dans la cellule tumorale, mais pas de
son expression (Lemiret al, 1989; Suttoret al., 2003). Ce polymorphisme Ala-16Val a été
révélé au sein de populations a risque vis-a-vis du cancer du sein, du poumon, du colon ou de
la prostate (Ambrosonet al, 1999b; Arsova-Sarafinovsle al,, 2008; Mitruneret al, 2001;
Stoehlmacher et al12002; Wang et al2001).

D’autres auteurs montrent que le niveau faible d’expression de la SOD Mn observé
dans certaines cellules tumorales dépend de la régulation négative de I'expression constitutive
de son gene par le facteur de transcription APExndernier est essentiellement exprimé dans
les cellules transformées ou cancéreuses, et se fixe dans la région proximale riche en GC du
promoteur, en interagissant avec et en inhibant I'activité de Spl, qui est un facteur de
transcription régulant plutét positivement I'expression de ce gene (SteCHliy 2002; Xuet
al., 2002; Yehet al, 1998). De plus, des mutations mises en évidence dans la région
proximale du promoteur font apparaitre de nouveau sites de fixation au facteur de
transcription AP-2cdans plusieurs lignées de cellules tumorales d’adétinoomes coliques,
de glioblastomes et de fibrosarcomes (Xu etl#199b).

Le dernier mécanisme connu et responsable d’'une expression faible de la SOD Mn
dans certaines cellules tumorales serait d’origine épigénétique. Il a été montré récemment
gu’'une hyperméthylation dans la région riche en GC du promoteur proximal du géne de la
SOD Mn est responsable d’'une faible expression de la SOD Mn dans des cellules humaines
transformées (Huanet al, 1999) ou tumorales de myélomes ou pancréatiques (Hadde
2005 ; Hurt et al 2007).

Si plusieurs mécanismes moléculaires expliguent I'expression constitutive faible dans
certaines cellules tumorales, il n’en existe aucun réellement décrit pour I'expression élevée.
Aucune amplification du géne n’a été réveélée a ce jour dans les cellules tumorales. Il est
seulement observé une corrélation entre le niveau d’infiltration des tumeurs par des

macrophages et le niveau d’expression de la SOD Mn dans les cellules cancéreuses. Dans le
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cas des adénocarcinomes pulmonaires, I'exposition des cellules tumorales a des cytokines,
comme I'lLla et le TNk, sécrétées par les macrophages infiltrant spécifignertes
tumeurs, induirait I'expression de leur géne codant la SODvidr’activation de NF<B
(Chungman Ho et al 2001).

2.3.4.3R0le de la SOD Mn dans la prolifération des cellules tumorale

Le réle de la SOD Mn dans la carcinogenése et dans la croissance tumorale dépend
essentiellement de 'action décrite precédemment dé-1'€ de I'HO,, dont elle contréle le
niveau intracellulaire, mais également d’'un déséquilibre entre son expression et celle des
autres enzymes antioxydantes principales telles que catalase, GPX et PRX (Ietdalqur
2004).

Une expression constitutive faible a pour conséquence une accumulatién di@
EAO qui agit comme un second messager dans les cellules tumorales, en activant
I'oncoprotéine Ras et en inhibant I'activité de la protéine p53 (Oberley, 2005; etaalg
1999), comme il a été montré dans les fibroblastes transformésdirahi 1997), dans les
cellules tumorales mammaires @t al, 1995) et ovariennes (Hat al, 2005). L’élimination
de I'Oy°- en surexprimant la SOD Mn par introduction expérimentale de son géne, entraine
ainsi une inhibition de croissance de ces cellules tumorales, conduisant ainsi certains auteurs a
considérer I'enzyme antioxydante comme suppresseur de tumeur (Betvaid 1992).
Plusieurs études montrent que la surexpression de la SOD Mn entraine une inhibition de la
croissance de fibroblastes immortalisés €Lial, 1998b; Yanet al, 1996) et de diverses
cellules tumorales (Churcét al, 1993; Cullenet al, 2003; Liet al, 1998b; Ouglet al,
2004; Safford et a] 1994; Weydert et 312003; Zhong et gl 1997).

Cependant, 'accumulation dJ&, engendrée par la surexpression de la SOD Mn dans
ces lignées tumorales est également responsable de l'inhibition de leur croissance. Cette
accumulation est accentuée par le fait que les enzymes antioxydantes I'éliminant ne sont pas
induites dans ces conditions (Ridnairal, 2004). Ceci a particulierement été montré dans
les cellules d’adénocarcinomes de la prostateeflal, 1999; Venkataramaet al, 2005).
L'importance de I'HO, dans l'action inhibitrice de la SOD Mn sur la tumorigenese est
dénontrée par le travail de I'équipe d’Oberley, qui a observé que l'introduction conjointe du
géne codant la SOD mitochondriale et celui de la GPX n’a aucun effet sur la croissance de
cellules de gliomes humains (et al, 2000). L'HO, peut affecter le fonctionnement des
mitochondries (Kimet al, 2001a), mais également moduler a la fois I'activité des facteurs de

transcription sensibles aux EAO et la transduction de signaux spécifiques (Kiningham et St
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Clair, 1997; Mannat al, 1998). Certains auteurs ont montré que®Hllibéré par I'activité

de la SOD Mn surexprimée peut induire I'expression de génes suppresseurs de tumeurs,
comme la Maspin dans les cellules tumorales de la prostate (E&uah 2003), mais
eégalement inactiver la protéine c-Jun dans les cellules de fibrosarcomes (Kiningham et St
Clair, 1997) ou la protéine kinase de la partie N-terminale de c-Jun (JNK) dans un modele de
carcinogenese de la peau (St Chtiral, 2005; Zhacet al, 2001), conduisant a I'absence
d’activation du complexe AP-1, dont on connait le role dans la prolifération cellulaire. I
semble également que £B, est capable de diminuer le pouvoir invasif et métastatique de
certaines cellules tumorales, comme les cellules de fibrosarcomes, qui lorsqu’elles
surexpriment la SOD Mn, expriment significativement une protéine d’adhésion comme la
fibronectine (Kiningham et St Clair, 1997).

Certaines cellules tumorales ont une expression naturelle de la SOD Mn plus élevée
gue les cellules normales de la méme origine tissulaire, et qui est associée avec leur degré de
malignité. Cette expression constitutive forte a pour conséquence une accumulai®yn d'H
uneEAO qui agit également comme second messager dans les cellules tumorales, en activant
directement les protéines kinases activées par les mitogenes, comme ERK 1 et 2, ainsi que des
facteurs de transcription comme AP-1 et RB-(Nelson et Melendez, 2004). Cependant,
I'activation par HO, n’est pas aussi efficace sur la prolifération que celle activée pdr,I'O
ce qui expliquerait que les cellules tumorales surexprimant la SOD Mn proliferent moins
rapidement que celles ayant une expression constitutive faible de I'enzyme antioxydante.
Cette observation a été rapportée dans les cellules de mésothéliomes éalh)ads999) et
dans les cellules tumorales ovarienitesitro etin vivo (Huet al, 2005). Dans cette derniere
étude, les auteurs démontrent qu’une lignée de cellules tumorales de l'ovaire, ayant
I'expression constitutive élevée de la SOD Mn, inhibée par ARN interférence, acquiert une
croissance acceélérée a la fosvitro etin vivo chez la souris. Enfin, il semble également que
les macrophages infiltrants les tumeurs, induisent I'expression de la SOD Mn, sont donc
susceptibles de contribuer a la croissance tumorale (Kinnula et Crapo, 2004t Réni
2004). Ces données récentes suggerent que la SOD Mn ne serait pas un suppresseur de tumeur

dans toutes les cellules.

Cette différence observée suggere I'existence de voies de transduction et de régulation
distinctes selon la nature des lignées de cellules tumorales. Lorsque la SOD Mn est
surexprimeée par transfection dans les cellules tumorales, la croissance cellulaire est inhibée du

fait d'une production excessive de §Bh, qui affecte le fonctionnement des mitochondries
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(Kim et al, 2001b). L'expression basale faible du géne de la SOD Mn dans les cellules
tumorales suggére donc que §°© participerait aux signaux favorisant leur prolifération
(Figure 19).
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Figure 19 : Mécanismes moléculaires mis en jeu in vitro dans les cellules tumorales ayant
la SOD Mn faiblement exprimée.




Les mécanismes mis en évidence dans les cellules tumorales présentant une expression basale
élevée de la SOD Mn sont, soit un contréle mutuel entre le taux de cette enzyme et celui de la
protéine pro-apoptotique p53, soit la stimulation du géene de I'enzyme par des cytokines
inflammatoires sécrétées par les phagocytes infiltrant les tumeurs (Galeattj 2005)

(Figure 20).
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Figure 20 : Mécanismes possibles conduisant a une expression basale élevée de la SOD
Mn dans certaines cellules cancéreuses.

(Modifiée d’aprés Pani et al2004)
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2.3.4.4R0le de la SOD Mn dans l'invasion tumorale

Quelgues études rapportent que I'expression de la SOD Mn est augmentée dans
certains cancers en fonction du grade de la tumeur, ce qui correspondrait a un mécanisme
protecteur développé par les cellules tumorales diminuant l'efficacité des traitements
anticancéreux. C’est le cas pour certains carcinomes oesophagiens et gastriquest(Eytani
1998; Korenagat al., 2003), pour les cancers de I'ovaire, de la thyroide, du colon, pour des
mésothéliomes, ou encore des tumeurs d’origine neuroépithéliale (Jaisaén 1998 ;
Kahloset al, 1998 ; Nakatat al., 1992; Nishidat al., 1993 ; Rieet al, 2001; Tohet al,
2000b ), dont la capacité invasive des cellules cancéreuses est ainsi augmentée lors d’'une
expression élevée de la SOD Mn. Ces résultats sont associés a ceux btetras qui
montrent qu’'une surexpression de la SOD Mn, apres transfection de son géne, entraine une
production accrue d'¥D,. Ce dernier est responsablig I'activation de voie de signalisation
et/ou de facteur de transcription comme AP-1, d’'une induction de I'expression des enzymes
de dégradation (MMP 1 et 2) ou de protéines constituantes de la matrice extracellulaire dans
des lignées cancéreuses, dont le pouvoir invasif est ainsi augigie (21) (Nelsoret al,
2003; Ranganathaet al, 2001; Wenket al., 1999; Zhangt al, 2002a). Cette action est
atténuée lorsque le gene de la SOD Mn est co-transfectée avec celui codant la catalase
(Connor et al 2007; Nelson et gl2003).

2.3.4.5R0le de la SOD Mn dans 'angiogenése tumorale

Le mécanisme par lequel la SOD Mn joue un réle dans I'angiogenése tumorale,
dépend des EAO intracellulaires produits. Le développement des tumeurs nécessite un apport
important en @et en nutriments, qui est possible par une stimulation d’'une néoangiogenese.
Une expression faible de la SOD Mn favorise une accumulation®d’@Qui entraine une
adivation du facteur de transcription HIF dans les cellules tumorales. Ce dernier active en
particulier I'expression du facteur angiogénique VEGF, qui stimule la formation de néo-
vaisseaux tumoraux a partir des cellules endothéliales (Ushio-Fukai et Nakamura, 2008).
Lorsque l'expression de la SOD Mn est augmentée, la diminutiop°-di@tracellulaire
empéche l'activation de HIFdl et donc I'expression du VEGF, comme cela a été désontr
dans les cellules tumorales mammaires MCF-7 (Kaevgtilal, 2008; Wanget al., 2005).
Cependant, une étude révele qu’'une accumulation@}hhtramitochondrial, suite a une
expression forte de la SOD Mn dans les cellules tumorales, stimule la néo-vascularisation a

partir des cellules endothéliales (Connor et al., 2005).
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Figure 21 : Réle possible de la SOD Mn dans l'invasion tumorale

La SOD Mn (sod2) est impliquée dans le contrdle de la transcription de la MMP-1, et
intervient ainsi dans le contréle du pouvoir invasif de certaines cellules tumorale®,L'H
intracellulaire produit lors d’'une surexpression de la SOD Mn, est capable a la fois d’activer
la vois de signalisation des MAP Kinas@& I'activation de la protéine Ras, et d’'inactiver les
protéines tyrosine phosphatases (PTPs). Cette voie de signalisation conduit a I'activation
d’AP-1 (représenté ici par c-Jun et c-Fos) et d’Ets (E twenty-six), d'importants facteurs de
transcription qui régulent I'expression des MMP. L'augmentation de la transcription de la
MMP-1 favorise I'invasion de la matrice extracellulaire par les cellules tumorales. (Modifiee
d’aprés Nelson et Melendez 2004).

2.3.5R06le de la SOD Mn dans la résistance aux traitements anticancéreux

Beaucoup de molécules utilisées en chimiothérapie anti-cancéreuse telles que les
anthracyclines, les sels de platine, la mitomycine C, la bléomycine, I'étoposide et les agents

alkylants, sont a l'origine d’'EAO cytotoxiques pour les cellules tumorales (Mastudh,




1994). Cependant, selon les types de cellules tumorales, ces molécules ainsi que celles ayant
pour cible le fuseau mitotique ou la topoisomérase Il induisent fortement I'expression de la
SOD Mn (Doroshowet al, 1991; Kinnulaet al, 1998; Mantymaat al., 2000), et ce de
maniere souvent dépendante de l'activation de la protéine kinase @t(Bigs1998). Cette
surexpression du gene de la SOD Mn est a l'origine de I'apparition d'un phénotype résistant
dans ces cellules tumorales. C'est le cas des cellules de carcinomes oesophagiens et
gastriques, de mélanomes ou de lymphomes, qui surexpriment naturellement la SOD Mn et
qui présentent ainsi une moins grande sensibilité aux molécules anticancéreuses que d’autres
types de cellules tumorales (lzutaati al, 2002; Martinet al, 2007; Murleyet al, 2002;
Sureshet al, 2003). De plus, l'introduction expérimentale du gene de I'enzyme antioxydante
conféere une résistance aux cellules vis-a-vis de molécules anticancéreuses, telle que la
doxorubicine et la mitomycine C (Hiroset al, 1993; Surestet al, 2003). Enfin, le
polymorphisme génétique Ala/Val, responsable d’'une variation dans I'activité totale de la
SOD Mn dans les cellules tumorales peut conduire a des réponses aux traitements

anticancéreux différentes selon les populations de patients (Koistinen2&t04).

Les radiations ionisantes utilisées couramment en radiothérapie anticancéreuse
agissent également en présence,@@ produisant des,®3, qui peuvent induire de surcroit le
gene de la SOD Mn, comme dans les cellules d’ostéosarcome{late 2004; Ogawat al.,
2004), d’'une maniéere pouvant dépendre de la phosphorylation de la protéine ERK1/2 (Yeung
et al, 2008). De méme, I'expression élevée de la SOD Mn par transfection de son ADNc
protége différentes lignées de cellules tumorales vis-a-vis de la cytotoxicité des radiations
ilonisantes (Hiroset al, 1993; Motooriet al, 2001; St Claiet al, 1992; Suresh et al., 1994;
Takadeet al,, 2002; Urano et g/ 1995).

Le mécanisme d’induction de la SOD Mn par les substances anticancéreuses est mal
défini. Il semble que I'@- soit en partie responsable de cette induction. Une étude rapporte
égdement que I'exposition des cellules tumorales au dNeéur confére une résistance
acquse vis-a-vis des anthracyclines ou des radiations ionisantes (Beeliogah 2006;
Kobayashiet al, 1998; Maedat al, 1994; Wong, 1995). Dans ce sens, une étude clinique
révele qu’il existe une relation inverse entre la réponse clinique a la doxorubicine et
I'expression de la SOD Mn dans les cellules tumorales ainsi que la présence alehEXF
despatients atteints de leucémies (Kobayahal, 1997). Ces résultats laissent a penser que
les macrophages infiltrants les tumeurs, participeraient en partie a la chimiorésistance et a la

radiorésistance des cellules tumorales, en provoquant I'induction de la SOD Mn par la
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libération de TNE. Ce dernier est un activateur du complexe NF-kB,estiiun facteur de
transcription activant I'expression du gene de la SOD Mn. Dans ce sens, I'équipe de St Clair
et d’'Oberley ont montré tres récemment que la sous-unité RelB du facteur de transcription
NF-kB, est impliquée dans la réponse adaptative des celiglearcinome de la prostate aux
radiations ionisantes, en induisant I'expression de la SOD Mn ¢Galg 2003; Jossoat al.,

2006; Murleyet al., 2004).

L’ensemble de ces données de la littérature laisse a penser que la SOD Mn représente
un facteur clinique important dans la prédiction de la résistance aux traitements anticancéreux

et une cible anticancéreuse potentielle (etuall, 2003; Pani et gl2004).

2.3.6 Rble de la SOD Mn dans le cancer du sein

2.3.6.1Expression de la SOD Mn dans les cancers du sein

Chez les souris, la SOD Mn est impliquée dans le développement de la glande
mammaire, en particulier dans la protection de I'épithélium mammaire contre les agressions
induisant un stress oxydant et pouvant étre a 'origine d’événements précoces de la malignité

mammaire (Parmar et.al005).

L’équipe d’Oberley a montré que I'expression basale de la SOD Mn est faible dans la
lignée tumorale mammaire de type MCF-7. Dans cette lignée, la surexpression de la SOD
Mn, aprés introduction de son ADNc, entraine une diminution de la croissance des cellules
tumorales mammaires (Li et al., 1995), résultant de I'élimination d&-1§ui est connu pour
activer les signaux favorisant la prolifération cellulaire (Oberley, 2005). Suite a ces travaux, le
gene codant I'enzyme antioxydante a ainsi été considéré comme suppresseur de tumeurs
(Bravardet al, 1992). Cette hypothése a ensuite été confortée par la démonstration que la
surexpression de Il'enzyme antioxydante entraine une modulation de I'expression de
nombreux génes qui semble dépendante de I'activation de facteurs de transcription comme
NF-xB et AP-1 (Manneet al., 1998). Parmi les genes activés, certains codent des protéines
contrdlant la croissance, tels quepkB et laMaspin (Duan eal., 2003; Mannat al, 1998),
ou des protéines impliquées dans la réparation des cassures de 'ABMNa(LR000). Parmi
les genes réprimés, il a été mis en évidence ceux cod¥BEGE1,IL1p, celui de I'enzyme
convetissant le TNk (Li et al., 2000) ou Bcore I'oncogene HER2/neu (Chuang et 2007).

Des résultats plus récents, obtemuwivo etin vitro avec les lignées de cellules tumorales
mammaires MCF-7 et MDA-MB231, révelent que la surexpression de la SOD Mn réduit plus

significativement la croissance et la survie cellulaires, lorsqu’elle est couplée a 'action du 1,3
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Bis(2-chloroethyl)-1-nitrosourea ou BCNU, un inhibiteur de la glutathion réductase qui
provogue une réduction importante du GSH et donc une augmentation du stress oxydant
(Weydert et al 2006; Weydert et g12008).

Cependant, la méme équipe a montré que la surexpression expérimentale de la SOD
Mn entraine un exces d}@, dans la cellule, qui est responsable de l'induction de
I’ expression de la MMP-2, impliquée dans l'invasion tumorale (Zhang, 08I2b).

Méme si I'expression constitutive de la SOD Mn est faible dans la lignée de cellules
tumorales mammaires MCF-7, des études cliniques ont cependant montré que le niveau
d’expression de lI'enzyme antioxydante est corrélée avec la malignité et le pouvoir
métastatiqgue des tumeurs mammaires, comparativement aux cellules épithéliales mammaires
normales (Mukhopadhyast al, 2004; Tsanoet al, 2004). Ces données cliniques suggerent
donc que l'expression de la SOD Mn est distincte selon le degré de différenciation et de
malignité des tumeurs mammaires et qu’elle doit dépendre de l'existence de mécanismes

distincts de régulation du gene.

2.3.6.2Régulation de I'expression du gene SOD2 dans les cellules tumorales mammaires

La régulation de I'expression du gene la SOD Mn est peu connue dans les cellules
tumorales mammaires. Aucune mutation n'a été révélée dans la région proximale du
promoteur du gen&OD2 dans les lignées de cellules tumorales mammaires (MCF-7 et
MDA-MB231) (Xu et al, 1999b). Le niveau faible de I'expression obselnéeivo dans la
plupart des tumeurs mammaires s’expliquerait en partie par I'existence du polymorphisme
Ala-16Val du geneSOD2 qui diminue la quantité intra-mitochondriale de I'enzyme.
L’association entre ce polymorphisme et 'augmentation des risques de développer un cancer
du sein est aujourd’hui clairement établie (Ambroseinal., 1999a; Ambrosonet al, 1999b;
Bica et al, 2008; Millikan et al, 2004; Mitrunenet al, 2001). Des modifications
épigénétiques de la région proximale du gene ont également été décrites dans le cas de la
lignée de cellules tumorales mammaires MDA-MB435. Dans ces dernieres, la faible
expression de la SOD Mn dépend d'une augmentation de la méthylation des cytosines et
d’'une diminution de I'acétylation des histones, comparativement aux cellules immortalisées
MCF-10A (Hitchleret al, 2006). Dans les cellules tumorales mammaires (MCF-7, T-47D et
MDA-MB231), la modification des histones entraine une modification structurale de la
chromatine, qui rend moins accessible les sites de fixation des facteurs de transcription
présents dans la région proximale du gene de la SOD Mn (Hitehkdr, 2008). Dans les
cellules MCF-7, il convient également d’ajouter la régulation négative de I'expression de la
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SOD Mn imposée par la fixation de la protéine DDB2 sur son site de fixation dans la région
promotrice du géne de I'enzyme antioxydante (Minig gt2409).

2.3.6.3La SOD Mn et la résistance aux traitements anticancéreux dans les cellules
tumorales mammaires

Les mécanismes de résistance aux anticancéreux sont d’origine multiple. Dans les
données rapportées de la littérature montrent I'implication de la SOD Mn dans la résistance
aux traitements anticancéreux. Plusieurs mécanismes de résistance ont d'ailleurs été décrits
dans le cancer du sein. Leur existence a été particulierement mise en évidence grace a des
études réalisées sur la lignée cellulaire MCF-7. Le principal mécanisme dépend de la
surexpression d’'une protéine transmembranaire appelée glycoprotéine P ou pGp, dont le géne
codant esMDR1 MultiDrug Resistance 1) (Akmaet al, 1990), et qui conduit les cellules
MCF-7 a résister aux anthracyclines, a la colchicine et la vinblastine @yati 1994).

Certains auteurs ont montré en particulier une corrélation entre le niveau d’expression de la
SOD Mn et le niveau de résistance aux anthracyclines des cellules MCF-7 (Li et Oberley,
1997). De plus, I'induction de I'expression de la SOD Mn par le TNFa conduit a une réponse
adaptative des cellules MCF-7 aux anthracyclines (Zgtacl, 1994) ou aux radiations
ionisantes (Guet al, 2003; Linet al, 1993; Siemankowslet al, 1999). Enfin, une étude

récente montre que l'induction de I'expression de la SOD Mn par le tamoxiféne, un
antagoniste du récepteur aux cestrogénes, constituerait, selon les auteurs, un des mécanismes
de résistance a I'hormonothérapie des tumeurs mammaires ER positives (Dagtsakho

2005).

A I'heure actuelle, le réle de la SOD Mn dans le développement des tumeurs dépend
en partie de son expression constitutive. Cependant, le(s) mécanisme(s) impliqué(s) dans la
régulation de cette expression constitutive n'est décrit dans les cellules tumorales, en
particulier d’'origine mammaire. Néanmoins dans le laboratoire, une étude récente a mis en
évidence que la protéine Damaged DNA-Binding 2 protein (DDB2) est impliquée dans la

régulation de I'expression constitutive de la SOD Mn dans les cellules tumorales mammaires.
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2.4 La protéine Damaged DNA-binding 2 (DDB2)

2.4.1 Structure du gene et de la protéine DDB2

La protéine humaine “Damaged DNA-binding 2 (DDB2), a été identifiée pouf©la 1
fois dans le placenta humain (Feldberg et Grossman, 1976; Fektbatg1982), et plus
particulierement dans un complexe protéique communément appelé DDBP (Damaged DNA-
binding protein). DDBP se présente sous la forme de deux sous-unités, respectivement de 127
kDa, appelée DDB1, et de 48 kDa ou DDB2. Les genes respectifs de ces deux sous-unités
sont localisés sur le chromosome 11 (Duataral, 1995). Le géne codant DDB1 est trés
conservé chez les eucaryotes, alors que celui codant DDB2 est identifié uniguement chez les
mammiféres (Tang et Chu, 2002). DDB1 est exprimée de maniére constitutive alors que
DDB2 possede un gene inductible lors d’une exposition aux ultraviolets ou UV (Takao et al.,
1993). La protéine DDB2 présente une localisation exclusivement nucléaire, tandis que la

protéine DDBL1 se trouve dans le cytoplasme et dans le noyau (Shiyangu 898b).

La protéine DDB2 est la mieux connue des deux sous-unités. Elle est
composee de 428 acides aminés, possede 5 domaines et contient deux séquences d’adressage
vers le noyau du c6té N-terminal et dans le domaine 1l (labki, 2004). Chaque domaine
posséde un motif répété, caractéristique des protéines interagissant avec la chromatine, appelé
WD40 qui contient des répétitions des acides aminés tryptophane-acide aspartique (Tang et
Chu, 2002) Figure 22). La structure du géne présente 10 exons, qui sont a l'origine de
variants protéiques suite a un épissage alternatif, caractérisés dans les cellules HeLa. Ces
variants jouent le role de dominants négatifs de la protéine DDB2 sauvage, sur l'activité
DDBP (Inokiet al, 2004).

La régulation de I'expression de DDB2 est peu connue. Les premieres études ont
montré que la protéine p53 régule I'expression basale du DB et ceci méme en
I'absence de lésions sur 'ADN (Hwargg al, 1999). Les études suivantes, réalisées sur les
cellules HelLa, ont montré que le promoteur proximal du géne (220 pb du site d'initiation de
la transcription) est composé de régions riches en éléments GC et qu’il ne posséde pas de
boite TATA. Plus précisément, I'analyse de cette région a permis de mettre en évidence de
multiples éléments de réponses de facteurs de transcription, comme NF-1, Spl ou encore E2F
(Figure 22). La mutation de ces sites conduit & une diminution de I'activité du promoteur et
de la transcription de DDB®Nichols et al, 2003). Dans le cas de DDB1, le promoteur

proximal du géne est situé a 292 pb du site d’initiation de la transcription, et ne possede pas
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de boite TATA. Il présente aussi de nombreux éléments de réponses pour les facteurs de
transcription Spl (-123 a —115 pb), N-myc (-56 a —=51 pb) et NF-1 (-104 a —92 pb) (Michols
al., 2003).

Gene DDB2

-68 56 29 23 +36 43

) i //
Regions promotrices riches en éléments GC Exonl [// | Exonlo
I

Protéine DDB2 de 428 acides aminés
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Figure 22 : Répresentation schematique de la structure du géne et de la protéine DDB2
humaine.

(D’aprés Rapic-Ortin et aR003 et Nicols et aR003).

2.4.2 Importance biologique du complexe DDBP

Ce complexe est localisé dans le noyau, et se fixe avec une grande affinité sur ’'ADN
endommagé par les UV, par les radiations ionisantes, des agents alkylants ou des générateurs
d’EAO (Moseret al, 2005; Tang et Chu, 2002). L’hétérodimére formant le complexe DDBP
participe ainsi au processus de réparation de I'ADN par excision de nucléotides (NER).
L’étude des mécanismes moléculaires impliqués dans l'intégrité de 'ADN a montré que la
réparation de 'ADN par NER est cruciale dans la prévention de certains cancers de la peau
induits par I'exposition aux UV chez 'homme, dans la prévention des cancers du poumon
induits par le tabac et dans certains cancers du seiet(dly 2006). Différentes |ésions de

'ADN, sont reconnues par le complexe DDBP, telles que des dimeres de cyclobutane




pyrimidique, les sites apuriniques et apyrimidiques, les mésappariements) (Wittsattieben

al., 2005). Le role exact du complexe DDBP dans le systeme NER n’est pas clairement défini.
Des la reconnaissance de la Iésion par la protéine DDB2, le complexe semble jouer un réle
accessoire dans ce type de réparation de 'ADN, en recrutant les protéines indispensables pour
I'excision du nucléotide endommag€iqure 23). Il permet aussi d’activer la réparation
génomique globale (Hwang et,al999).

Une déficience du systeme NER est associée a une maladie génétique autosomique
récessive rare appelééeroderma Pigmentosur(XP), qui se caractérise par une forte
sensibilité de la peau des patients aux UV et par une incidence tres élevée de mélanomes et de
carcinomes (Chu et Chang, 1988; Keeme¢yal., 1994). Les travaux sur cette maladie ont
permis de mettre en évidence 7 groupes de complémentation, XP-A a XP-G. Ces groupes
correspondent tous a des protéines impliquées dans le systeme NER (XPA a XPG). Les
malades porteurs de mutations au niveau de l'un des 7 genes ou complexes sont donc
déficients pour le systeme de réparation NER. C’est le cas du groupe E (XP-E) qui présente
une déficience de I'activité DDBP. Cette déficience est associée a des mutations dans la partie
codante du gen®DB2 (Itoh et al, 1999; Nicholset al, 2000; Nicholset al, 1996).
L’injection de la DDB2 dans des fibroblastes provenant de patients du groupe E suffit a la
restauration de l'activité du complexe DDBP et a une diminution de la sensibilité aux UV
(Chu et Chang, 1988).

2.4.3R0le biologiques de la DDB2

2.4.3.1Réparation de ’ADN endommageé par les UV

Lors d’'une exposition aux UV, la protéine DDB2 reste localisée dans le noyau et joue
un rble important dans le transport de DDB1 du cytoplasme dans le noyau, selon un
mécanisme mis en jeu qui n'est pas encore élucidéeflal, 2000b).En absence de lésions
de ’ADN, DDB1 serait séquestrée dans le cytosol par une protéine appelée BRAP2, qui se

fixe a son signal de localisation nucléaire (Li ef 4098b).

Lors de l'apparition de lésions de I'ADN suite a une irradiation aux UV, la DDB1
transportée dans le noyau, interagit a la fois avec DDB2 pour former le complexe DDBP
proprement dit, mais également avec deux autres protéines, ROC1 et la culline-4A, qui
possede une activité E3 ligase (Angetsl., 2006; Liet al, 2006a ; Nagt al, 2001 ). Le
complexe DDBP-Cul-4A ainsi formé est reconnu par le signalosome COP9 (CSN) (Groisman
et al., 2003). La présence de DDB1 est indispensable au sein du complexe pour la
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reconnaissance du nucléotide endommagé, car la protéine DDB2 seule ne présente pas
d’activité de fixation sur 'ADN lésé (Keeney et ,al993).
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Figure 23 : Mécanisme de réparation par excision de nucléotide (NER).

Il existe deux voies du NER selon que la Iésion provoquée par les UV (UV Damage) se
trouve dans I’ADN non transcrit (GG-NER pour global genome repair) ou 'ADN transcrit
(TC-NER pour transcription-coupled repair). Ces voies ne different que par le mode de
détection de la lésion : par les complexes XPE (DDB1/DDB2) et XPC-hHR23B (XP pour
Xeroderma Pigmentosum) dans le cas du GG-NER, et par le blocage de la machinerie de
transcription dans le cas du TC-NER. Pour le TC-NER, les molécules CSA et CSB (Cocaine
Syndrome A et B) participent a la détection du dommage au méme titre que I'ADN
polymérase impliquée dans la synthése de brin. Une fois détectée, la lésion est rendue
accessible pour les autres protéines de la réparation par maintien de I'ouverture de la double
hélice grace aux deux hélicases XPB et XPD du complexe TFIIH. Les nucléases XPG et
XPF-ERCC1 effectuent alors I'excision d’une partie du brin endommagé puis 'ADN
polymérase effectue une nouvelle synthése de brin et la ligation est assurée par 'ADN ligase
(Repair synthesis and ligation) (d’apres Cost al, 2003 ; lllustration de Shane
McLoughlin).




Une fois que les nucléotides endommagés sont reconnus par la DDB2, celle-ci s’associe avec
le complexe protéique XPC-hHR23P, qui est indispensable pour le recrutement des autres
protéines, telles que XPA, et le facteur de réplication A (RPA) impliquées dans la réparation
par excision des nucléotides (Fitehal, 2003b; Rapic Otriret al, 1998). A la suite de cette
interaction avec le complexe XPC-hHR23P, seule la protéine DDB2 est rapidement
ubiquitinylée par le complexe E3 ligase de la Culline-4A (Cul-4A), dont lactivité est
dépendante d’'une phosphorylation par I'oncoprotéine tyrosine kinase c-Abl @Chan

2006; El-Mahdyet al, 2006; Matsuda&t al, 2005; Rapic-Otriret al., 2002). Avant qu’elle

soit dégradée par le protéasome 26S, l'ubiquitinylation de la DDB2 entraine le détachement
du complexe DDBP-Cul-4A-ROC1 des nucléotides endommageést @li, 2006a). L’'auto-
ubiquitinylation de la Culline-4A est également impliquée dans le détachement de I'ensemble
du complexe de la région lésée de 'ADN (Sugasawa e2@D5) Figure 24).

La réparation de I'ADN par le systeme NER nécessite un blocage de la réplication de
I’ADN. Tres récemment, plusieurs études ont montré une interaction physique entre certaines
protéines impliquées dans la réplication de 'ADN et le complexe DDBP-Cul-4A-ROC1, qui
a pour conséquence d’empécher la réplication de 'ADN lorsque celui-ci est l6s8® La 1
interaction est indépendante de la DDB2. Il s’agit de l'interaction entre la DDB1 associée a la
Culline 4A et la protéine CDT2, qui catalyse la dégradation de la protéine CDT1. CDT2 est
une protéine de la famille DCAF_[@B1 and_Qil4A-associated dctors) interagissant avec la
chromatine a l'aide de ses domaines WDA40, tandis que CDT1 interagit avec la protéine
PCNA pour initier la réplication de 'ADN (Kim et Kipreos, 2007; Serggaal, 2006). La
dégradation de CDT1 conduit & un blocage de la réplication. De ménf&®iateraction
mise en évidence dans l'arrét de la réplication, durant la réparation de 'ADN par le systeme
NER, fait intervenir la DDB2 et la claspine, une protéine connue pour son rble dans le
contrdle de I'arrét de la réplication lorsque I’ADN est Iésé. D’aprés les auteurs de cette étude,
cette interaction semble indispensable pour activer la protéolyse de DDB2 en méme temps
que l'arrét de la réplication nécessaire pour la réparation de 'ADN (Praetorius-lbba et al.,
2007). Il est connu que la réparation par le systtme NER dépend également de la p53, dont le
niveau d’expression est contrblé par le complexe DDBP-Cul-4A-ROCL1. Lorsque les lésions
de I'ADN sont détectées dans la cellule, la p53 est rapidement phosphorylée par la kinase
ATR avant d’induire I'expression de ses genes cibles comme la p21 WAF1/CIP1, puis d’étre

dégradée. A partir d'un modéle de fibroblastes embryonnaires de souris invalidées pour le
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geneDDB2, il a été montré que la dégradation de la p53 dépend de la DDB2 cours de la
réparation de '’ADN. En effet, la DDB2, par le transport qu’elle assure de DDB1 dans le

noyau, permet la formation du complexe DDBP-Cul-4A-ROC1, qui en coopérant avec la
protéine MDM2, active la dégradation de la p53, se traduisant par une diminution de
I'expression de la p21 WAF1/CIP1 (Banks et aD06; Stoyanova et.aR008).

+ Lésion de I"ADHN
Complexe Cul-2484 EX ligase osntrin 2
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et réversion de Nubiguitinylation
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Déegradation par le protéasome

Figure 24 : : Processus d’ubiquitinylation de DDB2 par la Culline-4A lors de Iésions sur
I’ADN provoquées par une irradiation.

La protéine XPC peut subir une ubiquitinylation réversible aprés une irradiation par les UV,
dépendante de la présence de DDB2. XPC et DDB2 interagissent physiquement et toutes deux
sont poly-ubiquitinylées par le complexe Culline-4A (Cul-4A) E3 ligase. Cette
polyubiquitinylation altére les facultés de liaison de XPC et de DDB2 sur 'ADN endommagé
par les UV, enfin DDB2 est dégradée par le protéasome (Modifiée d’apres Sugasdwa
2005).




L’activité du complexe DDBP dépend de BRCAL et p53, qui interviennent dans
I'activation de I'expression du geneDB2 (Hartman et Ford, 2003). En effet, BRCA1
stabiliserait la liaison de p53 sur le promoteur du gebB&2 pour activer sa transcription
(Takimoto et al, 2002). Cependant, une étude réalisée sur des fibroblastes humains, dans
lesquels la protéine p53 est inactivée, révele que I'expression basale de la DDB2 est suffisante
pour amorcer la réparation de 'ADN endommagé par les UV (Ftchl, 2003a). Tres
récemment, une étude révele que la régulation de Il'activité du complexe DDBP dans la
réparation par excision de nucléotides, dépend également de la p38 MAPK, qui accélere la
dégradation de la DDB2 en la phosphorylant, suite a une irradiation aux UV €Elzo
2008).

2.4.3.2Remodelage de la chromatine

La présence de répétitions WD40 dans la structure primaire de la protéine DDB2
suggere son implication possible dans le remodelage de la chromatine. En effet, ces
répétitions sont présentes dans des protéines telles que le complexe STAGA ou la CBP/p300,
qui appartiennent a la famille des histones acétyltransférases et qui participent activement au
remodelage de la chromatine, indispensable pour la transcription des genes (Dat28@t al
Martinez et al, 2001; Otrinet al, 1997). Deux études récentes ont permis de démontrer
I'implication de la DDB2 dans le remodelage de la chromatine qui faciliterait I'acces des
protéines de réparation aux lésions de 'ADN. Suite a l'activation du complexe DDBP-
Culline-4A-ROC1 au niveau de la région lésée de I'ADN, la protéine DDB2 activerait la
mono-ubiquitinylation des histones H2A, H3 et H4. La modification de ces histones
entrainerait une désagrégation des nucléosomes et donc une relaxation de la chromatine
autour de la région lésée de I'ADN, qui deviendrait ainsi accessible aux protéines de

réparation (Kapetanaki et.aR006; Wang et al2006).

Trés récemment, I'équipe de Rapic-Otrin a révélé la présence de la Culline 4B, un
paralogue de la Culline 4A, formant un complexe DDBP-Culline-4B-ROC1. Elle montre que
la Culline 4B favorise la translocation nucléaire de DDB1, méme lorsque DDB2 est absente,
et qu'elle augmente l'efficacité du systeme NER comme la Culline 4A, en modifiant la
structure de la chromatine par ubiquitinylation de I'histone H2A (Guerrero-Sagitcab,

2008). Cependant, il existe une activité du complexe DDB1-Cul4A-ROC1 sur le remodelage
de la chromatine, d'une fagon indépendante de la DDB2, puisque ce complexe a été montré,
d’'une part interagir avec plusieurs protéines ayant des domaines répétés de type WD40,

d’autre part réguler la méthylation des histones H3 (Higa €2@06).
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2.4.3.3Régulation du cycle cellulaire

Certaines données dans la littérature laissent supposer que la DDB2 joue un roéle
important dans la régulation du cycle cellulaire. Son expression est régulée durant les phases
du cycle cellulaire et n’est pas détectable dans les cellules ne se divisant pas. Son expression
est la plus haute a la fin de la phase G1 et a la transition G1/S, tandis qu’elle diminue
fortement au cours de la phase S du cycle de cellules normales en divisicet @ag001).
Cette expression de DDB2 durant ces phases du cycle cellulaire serait régulée par les
protéines N-Myc et E2F, dont I'élément de réponse respectif a été identifié dans la région
promotrice du géne (Nichokt al, 2003; Proset al, 2007). De plus, la DDB2 interagit avec
des protéines impliquées dans la régulation du cycle cellulaire. C’est le cas de la culline-4A,
qui appartient a une famille de protéines impliquée dans I'entrée des cellules en phase S du
cycle cellulaire (Naget al, 2001; Shiyanowet al, 1999a). C'est le cas également de
I'interaction entre la DDB2 et le domaine d’activation d’'E2F1, un facteur de transcription qui
contrdle I'expression des genes cibles impliqués dans la réplication de 'ADN et I'entrée en
phase S en se fixant sur des éléments de réponse de type TTTCGCGC. Cette derniere
interaction, qui conduit a une augmentation de la transcription des géenes cibles de E2F1,
semble dépendre d’'une ségquence homologue a la protéine du rétinoblastome Rb dans la
structure primaire de la protéine DDB2 (Hagesl, 1998; Shiyanoet al, 1999b). Il semble
néanmoins que ce soit le complexe DDB1-Cul4A-ROC1 qui joue le rdle central dans la
régulation du cycle cellulaire, puisque ce complexe est particulierement impliqué dans I'arrét
du cycle cellulaire en phase G2, en dégradant non seulement CDT1 mais également des
inhibiteurs de CDK, tels que la p21Wafl/Cipl et la p27 Kipl, ceci indépendamment de la
DDB2 (Bondar et al 2006; Cang et gl2007; Nishitani et al 2006).

2.4.3.4Activité suppresseur de tumeur

Un défaut de la réparation par excision de nucléotides est responsable de la maladie
autosomique récessive, ¥eroderma Pigmentosurhes patients atteints de cette maladie se
protegent des UV solaires, parce qu’ils présentent des risques élevés de développer des
mélanomes (Itoh, 2006). Cependant, des souris homozygotes, invalidées du géne DDBZ2,
développent spontanément des tumeurs dans d’autres organes, méme en l'absence
d’irradiations aux UV (Itotet al,, 2004; Itohet al, 2007; Yooret al, 2005 ). A l'inverse, une
surexpression de la DDB2 protege les souris de I'action carcinogéne d’irradiations chroniques
aux UV, en favorisant I'apoptose des cellules normales (Alekseal;, 2005). L'ensemble

de ces études suggere donc que la protéine DDB2 jouerait un réle suppresseur de tumeur.
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2.4.3.5Reégulation de la transcription

La protéine DDB2 possede plusieurs domaines structuraux, en particulier les domaines
répétés de type WD40, qui se retrouvent dans de nombreuses protéines jouant un réle dans le
remodelage de la chromatine. De plus, la DDB2 est capable d'interagir avec d’autres
protéines, comme la DDB1 lors de la réparation des Iésions induites par I'ADN (Tang et Chu,
2002) mais également avec d'autres protéines, comme E2F1 (éteglesl998; Shiyanoet
al., 1999b), la protéine CBP/p300 et le complexe STAGA (Bsttd., 2001; Martineet al.,
2001; Otrinet al., 1997). Les deux derniers complexes protéiques appartiennent a la famille
des histones acétyltransférases. L'ensemble de ces interactions suggérent que la DDB2
participerait a la régulation de la transcription de genes, car son interaction avec le domaine
d’activation d’E2F1 augmente I'activité transcriptionnelle sur les génes cibles de ce dernier,
qui sont impliqgués dans la réplication de I'ADN et I'entrée en phase S €¢Nat, 2001;
Nicholset al, 2003; Proset al., 2007). De méme, son interaction avec la famille des histones
aceétyltransférases, faciliterait le remodelage de la chromatine, indispensable pour favoriser
I'acceés des protéines de réparation au niveau des lésions de 'ADN (Kapettaabk?2006;
Wanget al., 2006), mais également pour la transcription des genes en absence de lésions
induites par les UV (Datta et.aP001; Martinez et al., 2001; Otrin et,&1997).

Tres récemment, il a été montré dans le laboratoire, que la DDB2 contribue a la
régulation de I'expression de la SOD Mn, en maintenant une transcription constitutive faible
du gene. Cette activité dépend de la fixation spécifique de la DDB2 sur un élément de réponse
localisé dans la région promotrice du géene codant 'enzyme antioxydante @¥adig2009).
Cet élément de réponse correspond a un pentanucléotide répété et séparé par deux nucléotides
charniéres. Ces résultats suggerent I'existence d’autres domaines dans la structure de la
DDB2, qui lui permettent d’assurer cette nouvelle activité biologique. D’autres genes cibles

sont d’ailleurs en cours de caractérisation dans le laboratoire.
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3 OBJECTIF DU TRAVAIL DE THESE

L’'analyse de la littérature révéele incontestablement que la SOD Mn, une des enzymes
anfoxydantes majeures, joue un réle important dans le développement des tumeurs. A I'heure
actuelle, elle est considérée comme un suppresseur de tumeur, ou au contraire un facteur
prédictif de résistance a certains traitements anticancéreux, selon l'origine du cancer.
Néanmoins, son rdle exact est mal défini. Il semble dépendre de son niveau d’expression
constitutive, qui varie selon les caractéristiques de croissance et la réponse vis-a-vis des
agents anticancéreux des cellules tumorales, mais aussi selon 'origine des tumeurs. Dans le
cas de la DDBZ2, plusieurs études tendent & montrer que cette protéine serait impliquée dans
d’autres fonctions biologiques, alors que son réle exact dans la réparation de I’ADN n’est pas
clairement défini. Cependant, [limplication biologique de cette protéine dans le

développement des tumeurs n’est pas connue.

Le travail présenté dans cette these repose sur des résultats préliminaires, qui ont
montré une expression distincte de la SOD Mn selon I'état métastatique des cellules
tumorales mammaires. L'expression constitutive de la SOD Mn est faible dans les cellules
non meétastatiques et ER-positives, mais est fortement élevée dans les cellules métastatiques et
ER-négatives, suggérant une implication biologique différente de I'enzyme antioxydante
selon la malignité des cellules tumorales mammaires. Des études entreprises dans le
laboratoire ont également montré dans une lignée cellulaire d’adénocarcinome mammaire,
gu’il existe une relation entre la DDB2 et la SOD Mn, sur la base de la mise en évidence
d’'une interaction entre 1a®% et une région du promoteur du géne codant I'enzyme
antioxydante. Les conséquences de cette interaction sur I'expression de la SOD Mn dans les
cellules tumorales mammaires feront prochainement I'objet d'une autre thése de Doctorat

réalisée dans le laboratoire.

Sur la base de ces résultats, les objectifs principaux de la présente Thése étaient donc
de montrer l'importance biologique a la fois de la SOD Mn et de la DDB2, dans la

prolifération et I'invasion des cellules tumorales mammaires.

Ce travail a été réalisé sur les lignées de cellules tumorales mammaires, disponibles

dans le laboratoire :

- les lignées épithéliales d’adénocarcinomes mammBbi@s-7, (numéro ATCC® :
HTB-22™) et T-47D (numéro ATCC® : HTB-133") non métastatiques, qui expriment le
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récepteur aux cestrogenes (ER+) et la protéine p53 fonctionnels (Etoaksl973; Keydar
et al, 1979),

- les lignées épithéliales d’adénocarcinomes mammauB\-MB231 (numéro
ATCC® : HTB-26) et SK-BR-3 (numéro ATCC® : HTB-30"), métastatiques, qui
expriment une p53 mutée et non fonctionnelle, mais pas le récepteur aux cestrogenes (ER-)
(Caillleau et al 1978; Trempe, 1976).
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4 RESULTATS

4.1 Implication de la SOD Mn dans la croissance et les propriétés invasives
des cellules tumorales mammaires humaines oestrogenes-
indépendantes

4.1.1 Introduction

La SOD Mn est connue pour jouer un role dans le développement des tumeurs.
D’aprés la littérature, elle est faiblement exprimée dans les cellules tumorales mammaires,
oestrogenes dépendantes et joue un role dans leur croissaratea(l.il1995). Cependant,
aucune donnée dans la littérature n’a rapportée I'expression et le role de cette enzyme
antioxydante, selon le statut oxydo-réducteur, en particulier dans les cellules tumorales
mammaires oestrogenes indépendantes, qui sont invasives et métastatiques, contrairement aux
cellules oestrogenes dépendantes. Dans d’autres types de cellules cancéreuses, I'expression
constitutive forte est corrélée avec les propriétés invasives et métastatiques de ces cellules
tumorales (Malafa et gl2000; Toh et aJ 2000a).

4.1.2 Résultats obtenus

Nous avons particulierement étudié le réle de la SOD Mn dans la croissance des
cellules tumorales mammaires MDA-MB231, qui n’expriment pas le récepteur aux
cestrogenes (ER négatives) et qui proliferent de fagcon hormono-indépendante. Nous avons
montré que ces cellules ER négatives surexpriment naturellement la SOD Mn, aux niveaux
transcriptionnel et traductionnel (Western blot et activité sur gel), comparativement aux
cellules épithéliales mammaires normales et aux cellules ER positives, telles que les cellules
MCF-7. La méme surexpression de la SOD Mn a été également observée pour la lignée ER-
négatives SKBR3.

La surexpression de la SOD Mn est associée a un taux faible des enzymes comme la
catalase et la GPX, mais pas la peroxyrédoxine 3, et s’accompagne ainsi d’'une production
importante d’'HO, dans les cellules MDA-MB231, comparativement aux cellules MCF-7. Le
réle de la SOD Mn surexprimée dans les cellules MDA-MB231 a été éetudiée a partir d’'un
modele de cellules tumorales dont I'expression de I'enzyme antioxydante est inhibée grace a

la construction d'un vecteur plasmidique réalisé dans le laboratoire et permettant la
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transcription d’ARN antisens correspondants. L’inhibition de I'expression de la SOD Mn a
été vérifiée a la fois par western blot et par évaluation de I'activité de I'enzyme antioxydante

sur gel. Aucun changement dans I'expression de la SOD Cu/Zn n’a été observé.

Dans les cellules MDA-MB231 dont I'inhibition de I'expression de la SOD Mn est
estimée a 50%, nous avons observe, d’'une part une diminution de la production et une
augmentation de la concentration intracellulaire de GSH, d’autre part une stimulation de la
prolifération (diminution du temps de doublement), associée a une diminution de I'expression
du marqueur PCNA mais sans une augmentation de la formation de colonies.
Comparativement, aucune différence n’est observée, lorsque les cellules MDA-MB231
exprimant moins la SOD Mn sont exposées a un mimétique chimique de I'enzyme
antioxydante, le MNnTMPyP, suggérant ainsi que la SOD mitochondriale et non cytoplasmique

joue un role central dans la régulation de la croissance des cellules MDA-MB231.

L'H ,0; intracellulaire, libéré par I'activité soutenue de la SOD Mn dans les cellules
MDA-MB231 sauvages, joue un role important dans leur croissance. En effet, I'addition au
milieu de culture d’antioxydants (NAC, pyruvate), éliminant spécifiquemeb,Hentraine
une diminution significative de la prolifération des cellules sauvages MDA-MB231, qui en

conséguence, expriment moins la protéine PCNA.

Parallelement, le role de la SOD Mn dans les propriétés invasives des cellules MDA-
MB231 a été étudié en utilisant la méthode des chambres de Boyden. Les résultats montrent
que I'inhibition de I'expression de la SOD Mn dans les cellules tumorales mammaires MDA-
MB231 ou le traitement de ces cellules par des antioxydants, permet de diminuer les
propriétés invasives de ces cellules. Ces résultats sont associés a une diminution significative

de l'activité de la gélatinase, la MMP-9.

4.1.3 Conclusions

L’ensemble de ces résultats suggérent que la SOD Mn joue un réle dans la régulation
de la croissance tumorale et dans les propriétés invasives des cellules tumorales mammaires
oestrogenes-indépendantes. Ces actions semblent étre liees a la productiGp d'H
intracellulaire par la SOD Mn. Enfin, cette étude suggere également que la surexpression
constitutive de la SOD Mn pourrait étre un des mécanismes contribuant a la progression
tumorale vers un état métastatique. Dans ce cas, la SOD Mn serait un facteur prédictif

d’invasion tumorale dans le cancer du sein.
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Abstract Manganese superoxide dismutase (MnSOD) is
known to play a role in cancer. MnSOD exerts a tumor
suppressive effect in estrogen-dependent human breast
cancer cells. In the present study we investigated the
in vitro role of MnSOD in the growth of some aggressive
and highly metastatic estrogen-independent breast cancer
cells, i.e., MDA-MB231 and SKBR3 cells. We show that
estrogen-independent cells expressed a significantly higher
basal MnSOD level compared to estrogen-dependent
human breast cancer cell lines (MCF-7 and T47D). For
MDA-MB231 cells, the high-MnSOD level was accom-
panied by an overproduction of intracellular hydrogen
peroxide (H,O,) and by a low expression of the major
H,0,-detoxifying enzymes, catalase, and peroxiredoxin 3,
compared to MCF-7 cells. Suppression of MnSOD
expression by antisense RNA was associated with a de-
crease of H,O, content and caused a stimulation of growth
with a reduced cell doubling time but induced a decrease of
colony formation. Furthermore, treatment of MDA-MB231
cells with H,O, scavengers markedly reduced tumor cell
growth and colony formation. In addition, MnSOD sup-
pression or treatment with H,O, scavengers reduced the
invasive properties of MDA-MB231 cells up to 43%, with
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a concomitant decrease of metalloproteinase-9 activity. We
conclude that MnSOD plays a role in regulating tumor cell
growth and invasive properties of estrogen-independent
metastatic breast cancer cells. These action are mediated by
MnSOD-dependent H,O, production. In addition, these
results suggest that MnSOD up-regulation may be one
mechanism that contributes to the development of meta-
static breast cancers.

Keywords Manganese superoxide dismutase - Breast
cancer - Cell growth - Invasiveness - Metastasis -
Reactive oxygen species - Matrix metalloproteinases

Introduction

Manganese superoxide dismutase (MnSOD) is one of the
major antioxidant enzymes that catalyses the dismutation
of the superoxide radical (O3-) to hydrogen peroxide
(H,0O,) and oxygen. H,O, is further eliminated by major
H,0,-detoxifying antioxidant enzymes such as catalase,
glutathione peroxidase (GPx), and peroxiredoxins [1]. The
human MnSOD protein is a mitochondrial tetrameric en-
zyme encoded by a nuclear gene located on chromosome
6q25. This antioxidant enzyme is cytoprotective and plays
an antiapoptotic role against oxidative stress, inflammatory
cytokines and ionizing radiations [2, 3]. This is illustrated
by MnSOD knockout mice, which die just after birth [4].

Alteration of basal MnSOD expression and an imbal-
ance of its activity with those of catalase and GPx may give
rise to cancer development [5]. Low-basal MnSOD
expression has been reported in numerous tumor cell lines
compared to their nonmalignant counterparts. The resto-
ration of MnSOD activity in these cancer cells has been
shown to reduce their growth and proliferation, suggesting
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that MnSOD could be considered as a tumor suppressor
gene [6-10]. However, other recent studies report that
thyroid tumors, central nervous system tumors, gastric and
colorectal carcinomas, and acute leukemias exhibit high-
MnSOD levels [11-14]. High-basal MnSOD expression is
often correlated with increased invasive and metastatic
properties of tumor cells [15, 16].

Previous works report that MnSOD is a tumor suppres-
sor gene in human breast cancer. Transfection of MnSOD
cDNA into the human estrogen-dependent breast cancer
MCEF-7 cell line reduced cell growth and suppressed the
development of a malignant phenotype [17]. This study
suggested that a low-expression of MnSOD led to an
accumulation of O53- radicals, which act as second mes-
senger molecules promoting cell proliferation [18]. On the
other hand, a clinical investigation reported that the
MnSOD level is positively correlated with the in vivo
tumor grade in breast carcinomas, and, particularly with the
invasive and metastatic phenotypes of advanced breast
cancers [19].

The mechanism that induces breast cancer metastasis is
still poorly understood. Advanced breast cancer cells are
characterized by their nonexpression of estrogen receptor
(ER), and by their invasive abilities compared to ER-
positive tumors cells. These findings correlate with the
poor initial prognostic value of ER-negative breast cancers
compared to ER positive breast tumors noted in several
clinical studies. Compared to the known tumor suppressive
effect of MnSOD in estrogen-dependent human breast
cancer cells, the role of this antioxidant enzyme in the
growth of highly metastatic and estrogen-independent
breast cancer cells has not yet been studied.

The aim of the present work was to investigate the level
of the MnSOD and its role in growth and invasive prop-
erties of estrogen-independent breast cancer cells. Our
results demonstrate for the first time that the basal MnSOD
expression was higher in estrogen-independent breast
cancer cells compared to estrogen-dependent tumor cells.
We hypothesize that this increased level of MnSOD in
estrogen-independent breast cancer cells leads to increased
invasive properties.

Materials and methods

Cell culture and treatments

The human estrogen dependent (MCF-7 and T47D) and
estrogen independent (MDA-MB231 and SKBR3) breast
cancer cell lines were previously described for ER status

and for their invasive and metastatic properties [20], and
were kindly given by Prof. J. L. Merlin. Cancer cells were
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grown in RPMI 1,640 medium supplemented with 2 mM
L-glutamine, 10% (v/v) fetal calf serum and 5 pg/ml gen-
tamicin (Invitrogen, Cergy-Pontoise, France), at 37°C in an
atmosphere of 5% CO,. The culture medium was renewed
every 2 days. Cells were detached weekly for transfer
using 0.1% trypsin and 10 uM EDTA in phosphate buffer
saline (PBS). MDA-MB231 cells were seeded at
1 x 10* cells/ml and treated either with one of two an-
tioxidants, i.e., N-acetyl-L-cysteine (1 and 5 mM) and
pyruvate (2 and 10 mM) (Sigma Co, St Louis, MO, USA)
for 8 days, or with 2 uM Mn (Ill)tetrakis (1-methyl-4-
pyridyl) porphyrin pentachloride (MnTMPyP) (Biomol
International, Plymouth, PA, USA), for 6 days. Absolute
cell living rates were assayed by trypan blue exclusion.

RT-PCR analysis

Total RNA was isolated by Trizol (Invitrogen). The mRNA
levels were analyzed by RT-PCR, using primers as already
described in a previous report [21]. Ethidium bromide-
stained PCR fragments were visualized by UV transillu-
mination and the fluorescence intensity was quantified
using a Gel Doc 2000 system (Bio-Rad, Hercules,
CA, USA).

Protein assay

The human breast cancer cells were harvested and lysed in
a 10 mM Tris/HC] buffer, pH 7.4, containing 5 mM
EDTA, 1% Triton X100 and a protease inhibitor cocktail,
at 4°C for 30 min. After centrifugation at 17,000 x g for
20 min at 4°C, the total protein concentrations of super-
natants were determined according to Lowry et al. [22],
using bovine serum albumin as a standard (Bio-Rad).

Western blot analysis

A total protein (50 pg) was run on SDS-polyacrylamide gels
(12%) according to Laemmli [23], and transferred onto a
PVDF membrane as previously described [24]. Immunoblot
analysis was then carried out using specific polyclonal anti-
MnSOD (Calbiochem, La Jolla, CA, USA), anti-Cu/ZnSOD
(Biovalley, Marne la Vallée, France), anti-catalase [25], anti-
GPx (LabFrontier, Seoul, South Korea), anti-peroxiredoxin 3
(PRDX3) (Sigma Co), anti-proliferating cell nuclear antigen
(PCNA) (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA)
and anti-cleaved PARP monoclonal (PharMingen Biosciences,
Erembodegem, Belgium) antibodies at the optimized dilutions.
Bands were detected using an anti-IgG polyclonal antibody
conjugated to peroxidase (Sigma Co), after exposition to a
chemiluminescent substrate. Band intensities were quantified
by densitometry with a Gel Doc 2000 system (Bio-Rad). Equal
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loading of protein in all experiments was confirmed by Coo-
massie blue staining of blots. Positive controls for detection of
cleaved PARP were assayed according to the manufacturer
PharMingen Biosciences with lysates from apoptotic Jurkat
cells treated with 4 pM camptothecin for 4 h.

SOD gel activity

Cells were harvested and lysed in a 50 mM phosphate
buffer, pH 7.8, containing a protease inhibitor cocktail, by
3 cycles of freezing/thawing. Proteins were quantified as
described above. Equal amounts (50 pg) of protein from
different samples were loaded onto a 8% polyacrylamide
gels. Electrophoresis was performed in a nondenaturing
running buffer, pH 8.3. The gels were stained for SOD
activities by incubation with nitroblue-tetrazolium and
riboflavin, as described by Beauchamp and Fridovich [26].
Band intensities corresponding to the MnSOD activity
were quantified by densitometry with a Gel Doc 2000
system (Bio-Rad).

Enzyme assays

Cell lysates were prepared as described for SOD gel
activity. Catalase activity was measured using a colori-
metric assay purchased by Sigma Co, according to the
method previously described [27]. This assay is based on
the measurement of the H,O, substrate remaining after the
action of catalase. One unit of catalase was defined as
1 pmole of H,O, degraded into O, and H,O/min. GPx
activity was determined by following the oxidation of
NADPH at 340 nm as previously described [28], using tert-
butylhydroperoxide as substrate. One unit of GPx activity
was defined as 1 nmole NADPH consumed/min. The spe-
cific enzymatic activities (catalase and GPx) were ex-
pressed as units/mg protein in the breast cancer cell
samples.

Measurements of intracellular peroxides

Measurements of intracellular peroxide production were
based on the oxidation of the nonfluorescent dye 2’,7’-di-
chlorofluorescin-diacetate (DCFH-DA) (Sigma Co) to a
fluorescent derivative, dichlorofluorescein (DCF). Cells
(4 x 10°) were grown in a 6-well dishes and treated for
24 h, in either the presence or the absence of antioxidants
NAC (5§ mM), pyruvate (10 mM), catalase-polyethylene
glycol (PEG-CAT 200 U/ml) (Sigma Co) or 2 uM
MnTMPyP. For the assays, the culture medium was
replaced with PBS containing 50 uM DCFH-DA for
45 min at 37°C in the dark. Before analysis, cells were
washed three times in PBS and scraped in a lysis buffer

(10 mM Tris/HCI buffer, pH 7.4, containing 5 mM EDTA,
1% Triton X100, 0.1% SDS and a protease inhibitor
cocktail). After centrifugation for 5 min at 14,000 g,
200 pl of supernatant was used to record DCF fluorescence
with a microplate reader (SAFAS, Monaco), at 485 nm
excitation and 530 nm emission wavelengths. Relative
fluorescence intensities were expressed as fold change of
control (C) or untreated MDA-MB231 cells fixed at 1.
Positive controls were cells treated with 0.5 mM H,O, for
30 min after incubation with DCFH-DA. To show the
specificity of intracellular peroxide measurement, cells
were incubated with 50 uM DCEF, the oxidation-insensitive
fluorescent analogue of DCFH-DA (Sigma Co).

Measurements of reduced and total glutathione (GSH)

Cells (1 x 10%) were grown in 6-well dishes and har-
vested with 300 pl perchloric acid (3.3%, w/v). After
centrifugation at 12,000 g for 10 min at 4°C, intracellular
content of GSH (total and reduced) was measured in
supernatants, using HPLC system, as previously
described [29]. Pellets containing the precipitated pro-
teins were solubilized in 200 pl NaOH and quantified,
according to Lowry et al. [22]. GSH level was expressed
as nmol/mg protein. The oxidized GSH was calculated
by subtracting the reduced GSH content from the total
GSH.

Plasmid construction and transfection

Human MnSOD antisense cDNA was introduced into an
expression vector in order to transfect MDA-MB231 cells
and to examine the effect of decreased MnSOD expression
on cell growth. The full-length human MnSOD cDNA
containing its entire open reading frame (668 bp) was
isolated from MDA-MB231 cells by RT-PCR using the Hi-
fidelity Extensor PCR kit (AB Gene, Epsom, UK), the
forward primer (5-GGACTGGGTACCAGCATGTTGA
GCCGGGCAG-3’) and the reverse primer (5-CTG
AGCTCTAGAGTTTACTTTTTGCAAGCCATG-3") with
Kpn I and Xba I ends, respectively, according to the
manufacturer’s instructions. The resulting MnSOD cDNA
was inserted into the pcDNA3(-) mammalian expression
vector (Invitrogen) between the Kpnl and Xbal sites, driven
by a cytomegalovirus promoter. The construction was
verified by DNA sequence analysis, according to the
dideoxy chain-termination method [30] to confirm the
complete sequence of cDNA. The expression vector
includes a Neo resistance gene driven by the SV40
promoter for clone selection. Four micrograms of
the pcDNA3(-) plasmid, containing or not antisense
human MnSOD c¢DNA, were used for stable transfection of
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MDA-MB231 cells with TransPEI reagent (Eurogentec,
Liege, Belgium) according to the manufacturer’s instruc-
tions. The MDA-MB231 clones were selected with 800 pg/
ml of G418 for 4 weeks. Single colonies were isolated and
then screened for levels of MnSOD protein expression by
Western blot analysis and SOD activity. Five days before
the subsequent experiments, the cells were placed into
the above described complete medium without G418
supplement.

Cell growth

Cells (1 x 104) were plated in 24-well dishes. The cell
growth rate was determined by counting the number of
cells with a hemocytometer as a function of time. Cell
population doubling time (Td) was calculated from the
growth rate during the exponential growth using the
following formula: Td = 0.693t/In(N/N,), where ¢ is time
in days, N, is the cell number at time, and N is the cell
number at the initial time.

Colony formation

Cells (5 x 10%) were plated in 100-mm culture dishes and
incubated for 12 days to allow colony formation. The
colonies were then fixed in ethanol, stained with 0.1%
crystal violet and scored when they contained more than
50 cells. Colony formation (%) was calculated as follows:
colonies formed/cells seeded x 100%. Data were expressed
as clonogenic survival fraction of Wt control or untreated
MDA-MB231 cells fixed at 1.

Invasion assays

These were performed in modified Boyden Chambers with
8-um pore filter inserts for 24-well plates coated with
polycarbonate membrane (Cell Biolabs, San Diego, CA,
USA). MnSOD antisense-transfected MDA-MB231 cell
clones 1 and 2, empty vector-transfected cells or parental
MDA-MB231 cells either pretreated or not for 8 days with
NAC (5 mM) or pyruvate (10 mM), were added at
2 x 10° per well to the upper chambers in 300 pl of serum
free media. The lower chambers were filled with 500 pl of
medium containing 10% fetal bovine serum. After a 24 h
incubation at 37°C, noninvading cells were removed from
the upper chambers with a cotton-tipped swab. Invading
cells in the lower chambers were fixed, stained with 0.5%
crystal violet, and then lysed using 10% SDS solution. One
hundred microliters from each sample were transferred to a
96-well microtiter plate and the absorbance at 560 nm,
representing the number of cells, was measured in a mi-
croplate reader (Labsystem, Cergy-Pontoise, France).
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Gelatin zymography

MDA-MB231 cells, pretreated or not with NAC or
pyruvate for 8 days, MnSOD antisense-transfected cell
clones 1 and 2 or empty vector-transfected cells were
cultured under normal conditions and then in a serum-
free medium for 24 h. Thereafter, the conditioned med-
ium was collected and equal aliquots were concentrated
tenfold by using a Microcon centrifugal filter with a cut
off for 10 kDa proteins (Millipore, St Quentin en Yve-
lines, France) and were then analyzed on gelatin sub-
strate gels as described by Talhouk et al. [31]. Briefly,
the concentrated conditioned medium (15 pl) was mixed
with nonreducing Laemmli sample buffer and separated
by electrophoresis on 10% polyacrylamide gels contain-
ing 1 mg/ml of gelatin (Sigma Co) as substrate. The gels
were washed in 50 mM Tris—HCI (pH 8.0) containing
2.5% Triton X-100 for 3 h at room temperature, and
were then incubated for 20 h in a developing buffer
containing 50 mM Tris—-HCl (pH 8.0), 10 mM CaCl,,
50 mM NaCl, and sodium azide, before staining with
0.2% Coomassie blue in 25% isopropyl alcohol and 10%
acetic acid for 30 min. The gels were destained with
10% methanol and 10% acetic acid. Gelatinase activities
were visible as clear bands, indicative of proteolysis of
the substrate protein. To determine equal protein loading
in all experiments, 15 pl of conditioned medium from
each sample were subjected to polyacrylamide gel elec-
trophoresis, followed by protein silver staining according
to Merril et al. [32].

Statistical analysis

Measurements from DCF fluorescence, enzyme and GSH
assays, cell growth and colony formation were expressed
as means =+ standard deviations (SD) from three inde-
pendent experiments, each being replicated three times.
Data from PCR reactions were determined as the ratio of
the quantified fluorescence intensity of MnSOD or Cu/
ZnSOD band to the GAPDH band from three indepen-
dent experiments and were expressed as fold increases of
values from MCF-7 cells £ SD. Results from Western
blotting and SOD activities were expressed as fold
increases of values from MCF-7 cells + SD. Results from
three separate experiments of the invasion assays were
expressed as percentages + SD over the control (parental
and untreated cells) fixed at 100% invading cells. Eval-
uation of statistical significance was assessed using
analyses of variance (ANOVA) and the Fisher protected
least significant difference test. Statistical significance
was indicated as *P < 0.05.
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Results

MnSOD exhibits a high-basal expression in estrogen-
independent breast cancer cells

Basal expression of MnSOD was assessed in both estrogen-
independent (MDA-MB231 and SKBR3) and estrogen-
dependent (MCF-7 and T47D) breast cancer cells, at both

transcriptional and translational levels (Fig. 1). The
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Fig. 1 MnSOD and Cu/ZnSOD expressions in human estrogen-
independent and dependent breast cancer cells. (a) Total RNA was
extracted from cells, then subjected to RT-PCR analysis. The relative
levels of MnSOD and Cu/ZnSOD mRNAs were normalized to those
of GAPDH mRNA. (b) MnSOD and Cu/ZnSOD proteins were
analyzed in the total proteins (50 pg) extracted from cells by Western
blotting, using polyclonal anti-MnSOD and anti-Cu/ZnSOD antibod-
ies and chemiluminescent substrate. Coomassie blue membrane
staining was used as the protein loading control. (¢) MnSOD and
Cu/ZnSOD activities were analyzed by nondenaturing electrophoresis
and nitroblue-tetrazolium/riboflavin staining. Results are representa-
tive of the three independent experiments. Relative band intensities
for RT-PCR, Western blot analysis and SOD gel activity were
quantified by densitometry and data are expressed as fold increases
over values for MCF-7 cells fixed at 1. Statistically significant
differences from the MCF-7 values are indicated as *P < 0.05

MnSOD mRNA level estimated by RT-PCR analysis was
5.1-fold higher for MDA-MB231 and 3.1-fold higher for
SKBR3 cell lines than for MCF-7 and T47D cell lines
(Fig. 1a). These results correlated with the protein content
and activity level. Western blot analysis showed that
MDA-MB231 and SKBR3 cells had 16.3- and 13.5-fold
higher levels of MnSOD protein, respectively, than MCF-7
and T47D cells (Fig. 1b). The MnSOD activity estimated
on gel showed 5.2- and 3.5-fold higher levels for MDA-
MB231 and SKBR3 cells, respectively, than for T47D and
MCEF-7 cells (Fig. 1c). No significant difference was ob-
served for Cu/ZnSOD expression between all cancer cell
lines.

H,0,-detoxifying enzymes exhibit a low-basal
expression in estrogen-independent breast cancer cells

As with the MnSOD content, expression of the major
H,0,-detoxifying enzymes, catalase, GPx, and PRDX3
were assessed at the protein level in both estrogen-inde-
pendent (MDA-MB231 and SKBR3) and estrogen-depen-
dent (MCF-7 and T47D) breast cancer cells (Fig. 2).
Western blot analysis showed that estrogen-dependent
breast cancer cells had higher level of catalase than MDA-
MB231 and SKBR3 cells. Only MDA-MB231 cells
exhibited a lower level of PRDX3 than the other cell lines
(Fig. 2a). In accordance to Western blot analysis, catalase
activities (units/mg) were significantly higher in MCF-7
(24.70 £ 2.74) and T47D (29.65 = 1.34) than in MDA-
MB231 (7.11 £ 1.31) and SKBR3 cells (4.78 + 0.34), as
shown in Fig. 2b. However, all breast cancer cell lines
exhibited a very low-apoprotein level and activity of GPx
(Fig. 2a, b), even if GPx activity in MCF-7 and T47D cells
(2.12 £ 0.10 and 2.31 + 0.22, respectively) was higher
than in MDA-MB231 and SKBR3 cells (0.92 + 0.19 and
1.13 + 0.12, respectively).

High MnSOD content in MDA-MB231 cells is
associated with high level of intracellular H,O,

MDA-MB231 cells expressing the highest MnSOD levels
were used in the following experiments. Because of the
imbalance found in basal antioxidant enzyme levels, the
intracellular peroxide production was evaluated in MDA-
MB231 cells, using the DCF fluorescence method. As
shown in Fig. 3a, MDA-MB231 cells exhibited an ~2.6-
fold higher intracellular peroxide production than MCF-7
cells, which expressed a low level of MnSOD. This basal
production of peroxide was attenuated in MDA-MB231
cells treated for 24 h with the specific H,O, scavengers
NAC, pyruvate or PEG-CAT, whereas it was increased
after 24 h-treatment with a cell permeable SOD mimetic
MnTMPyP (Fig. 3b). In addition, these experiments were
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Fig. 2 Hydrogen peroxide-
detoxifying enzyme levels in
human estrogen-independent
and dependent breast cancer
cells. (a) The protein levels of
the H,0O,-detoxifying enzymes,
catalase, GPx and PRDX3 were
analyzed by Western blotting,
with equal amounts of proteins
(50 pg) extracted from cells,
using specific polyclonal
antibodies. Coomassie blue
membrane staining was used as
the protein loading control. (b,
¢) Catalase and GPx activities
were determined in breast
cancer cell lysates and were
expressed as units/mg protein.
Statistically significant
differences from the MDA-
MB231 and SKBR3 values are
indicated as *P < 0.05
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completed using DCF, the oxidation-insensitive fluorescent
analogue of DCFH-DA to control possible changes in
probe uptake, ester cleavage, or efflux. These data showed
no difference in labeling between the MDA-MB231 and
MCEF-7 cells (Fig. 3c). Taken together, these results pro-
vide strong evidence that the intracellular peroxide level
increased in MDA-MB231 cells was presumably H,0,.

MnSOD down-regulation modulates MDA-MB231 cell
growth

The high-basal expression of MnSOD in human estrogen-
independent breast carcinoma cells led us to further
investigate the potential in vitro role of this antioxidant
enzyme in the regulation in vitro of cell proliferation and
colony formation. We used the MnSOD antisense tech-
nique to specifically down-regulate MnSOD expression in
the MDA-MB231 cells that showed the highest levels of
the antioxidant enzyme. The breast cancer cells were stably
transfected with a pcDNA vector containing MnSOD
cDNA antisense, and MnSOD protein and activity levels
were measured in transfectant lysates. As shown in Fig. 4a,
b, the levels of both MnSOD protein and activity were
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strongly decreased in the two isolated clones named cl.1
and cl.2, compared to those in parental (Wt) and empty
vector-transfected cells (Neo). The expression of Cu/
ZnSOD was not affected in transfected and control cells.
As a result of MnSOD suppression, the basal H,O, pro-
duction decreased significantly by 1.7- and 2.0-fold, asso-
ciated with an increased level of total and reduced GSH,
but not oxidized GSH in MnSOD antisense-transfected cell
clones 1 and 2, respectively (Fig. 4c, d). No significant
difference was observed between control Wt and Neo cells.

Growth curves were assessed by seeding cells in 24-well
tissue culture plates at 1 x 10* cells/well and then cells
were counted every other day following the two initial
culture days. As shown in Fig. 5, the two MnSOD
antisense-transfected cell clones 1 and 2 showed an
approximately similar growth rate and grew faster than the
Wt and the Neo cells. At day 6 after plating, the clones 1
and 2 exhibited ~1.8 and 2.3-fold more cells than the
control Wt cells, respectively. The difference between
control Neo and Wt cells was only 1.2-fold (Fig. 5a). The
increased cell growth rate for the MnSOD antisense-
transfected cell clones 1 and 2 was associated with an
increased level of the PCNA proliferation marker (Fig. 5b).
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Fig. 3 Intracellular peroxide production in MDA-MB231 cells. (a)
MDA-MB231 cells either treated or not for 24 h with 5 mM NAC,
10 mM pyruvate (Pyr), 2 pM MnTMPyP or 200 U/ml PEG-CAT and
untreated MCF-7 cells were stained with the oxidation-sensitive
fluorescent probe DCFH-DA. The DCF fluorescence intensities,
corresponding to the levels of intracellular H,O,, were recorded with
a microplate reader at 485 nm excitation and 530 nm emission
wavelengths, and were expressed as fold change of control or
untreated MDA-MB231 cells. Data from the three independent cell
lysates showed a significant difference (*P < 0.05) between MCF-7
and MDA-MB231 cells, and between MDA-MB231 cells treated with
NAC, Pyr, or PEG-CAT and untreated MDA-MB231 cells (C). A
significant difference was observed between MDA-MB231 cells
treated with MnTMPyP versus untreated cells (**P < 0.05). (b)
MDA-MB231 or MCF-7 cells were treated with 0.5 mM H,O, for
30 min and were used as positive controls for experiments with DCF
fluorescence. Significant differences were observed between the
MDA-MB231 and MCF-7 cells treated with H,O, compared to both
untreated cell lines (*P < 0.05). (¢) MDA-MB231 and MCF-7 cells
were stained with the oxidation-insensitive fluorescent probe DCF
and fluorescence intensities were recorded as described above. No
significant difference was observed between the both cell lines

Moreover, the cell growth rate of MnSOD antisense-
transfected cell clone 2 was not affected by a 5 days
treatment with the cell permeable SOD mimetic
MnTMPyP (Fig. 5c), suggesting specific involvement of
mitochondrial MnSOD in the regulation of the MDA-
MB231 cell growth. Cell population Tds were calculated
from cell growth curves (Fig. 5d). In accordance with the
growth rate, the Tds of the MnSOD antisense-transfected

cell clones 1 and 2 (31.7 and 29.3 h, respectively) were
shorter than those observed for the control Wt and Neo
cells (38.8 and 36.4 h, respectively).

Colony formation was carried out to determine the
clonogenicity of the MnSOD antisense-transfected cell
clones (Fig. 5e). The clonogenic survival fraction was
significantly decreased in the MnSOD antisense-transfect-
ed cell clones 1 and 2 (2.2- and 4.0-fold, respectively)
compared to the control Wt cells (colony formation value
of 10.9 £ 1.2%). No significant difference was observed
between control Wt and Neo cells (plating efficiency value
of 13.5 £ 2.9%).

Hydrogen peroxide overproduction is involved in the
MDA-MB231 cell growth

We investigated the role of H,O, in MDA-MB231 cell
growth, the major reactive oxygen species (ROS) derived
from the high-MnSOD activity in MDA-MB231 cells. The
growth rate and colony formation were investigated for
parental cells cultured for 8 days in the presence of the
antioxidants NAC and pyruvate, both at two different
concentrations. The MDA-MB231 cells treated with NAC
or pyruvate exhibited a slower growth rate than untreated
cells. After 8 days of culture, the treatment with NAC (1 or
5 mM) or pyruvate (2 or 10 mM) led to a significant
decrease in cell numbers, by 1.9 and 2.4-fold or 1.7- and
2.7-fold, respectively, in contrast to untreated -cells
(Fig. 6a). The cell population Td increased from 36.2 h for
untreated cells to 46.8 and 45 h for 5 mM NAC and
10 mM pyruvate, respectively (Fig. 6b). These results were
associated with a decrease in the PCNA protein level in
antioxidant-treated cells (Fig. 6¢c). No apoptosis was
observed as no cleaved PARP was detected (Fig. 6¢) and
no necrotic cells were counted by trypan blue exclusion test
(data not shown). In addition, the clonogenic survival
fraction (Fig. 6d) was significantly decreased by 3.6-fold
for MDA-MB231 cells treated with the highest concen-
trations of NAC and pyruvate compared to untreated cells
(colony formation value of 9.9 + 1.5%). These results
suggest that H,O, plays an important role in MDA-MB231
cell growth.

MnSOD modulates the invasive properties
of MDA-MB231 cells through H,O, production

To investigate the effects of MnSOD down-regulation and
of H,O, scavenging on cell invasive properties, cells were
plated in modified Boyden chambers. After 24 h, the
number of migratory cells was measured in the lower
chambers. No significant difference was observed between
the control Wt and Neo cells. However, the invasive
capacities of the MnSOD antisense-transfected cell clones
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Fig. 4 MnSOD protein and activity levels and intracellular H,O, and
GSH contents in MnSOD antisense-transfected MDA-MB231 cells.
(a) MnSOD protein level was assessed by Western blot analysis using
equal amounts of protein (50 ng) extracted from parental cells (Wt),
empty vector-transfected cells (Neo) and the two MnSOD antisense-
transfected cell clones (MnSOD AS cl.1 and cl.2) using MnSOD
polyclonal antibody. The Cu/ZnSOD protein level was probed with its
polyclonal antibody as a control for protein loading. (b) MnSOD
activity was analyzed on nondenaturing gel after nitroblue-tetrazo-
lium/riboflavin staining and compared to Cu/ZnSOD activity. (c)

Fold change of DCF fluor escence

1 and 2 were markedly reduced, by 43.4 and 39.2%,
respectively, in contrast to those of the control Neo cells
(Fig. 7a). Furthermore, pretreatment of parental MDA-
MB231 cells for 8 days with the antioxidants NAC (5 mM)
or pyruvate (10 mM) reduced their invasive capacities, by
37.3 and 41.9%, respectively, in contrast to those of the
control cells fixed at 100% (Fig. 7a). The reduced invasive
properties of both MnSOD antisense-transfected cell clones
1 and 2 and of antioxidant-treated parental cells were
associated with a reduced activity of matrix metallopro-
teinase (MMP), expressed abundantly in MDA-MB231
cells as gelatinase 82 kDa active MMP-9 secreted into the
culture medium (Fig. 7b). These data indicate that high-
basal MnSOD expression is partly involved in the invasive
capacities of MDA-MB231 cells through H,O, production
and modulation of MMP-9 activity.

Discussion

Altered MnSOD levels have been found in many cancer
cells. Depending on cancer type, increased or decreased
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Intracellular H,O, production was quantified by DCF fluorescence
method in parental cells (Wt), empty vector-transfected cells (Neo)
and the two MnSOD antisense-transfected cell clones (MnSOD AS
cl.1 and cl.2). Data were expressed as fold change of Wt control cells.
(d) Intracellular level of GSH (total and reduced GSH) was quantified
by HPLC in in control cells (Wt and Neo) and the two MnSOD AS
cl.1 and cl.2. Oxidized GSH level was calculated by subtracting the
reduced GSH content from the total GSH. Data were expressed as
nmoles/mg protein. A significant difference was noted between both
cl.1 and cl.2 versus Wt (*P < 0.05)

levels of MnSOD have been reported in tumor cells, as
compared to their normal counterparts [7-12, 14]. Our
results show that estrogen-independent breast cancer cell
lines such as MDA-MB231 and SKBR3 exhibit a high-
basal MnSOD expression, when compared to those of
T47D and MCF-7 estrogen-dependent cancer cell lines.
This suggests that MnSOD may be either up-regulated or
repressed depending on malignant phenotype. We postulate
that MnSOD content could be related to the ER expression
in breast cancers. Whereas, the reduced expression of
MnSOD is due to either mutations in the promoter of the
gene [33], to abnormal methylation [34] or to loss of
heterozygosity [35] in some cancer cell types, MnSOD
up-regulation in tumor cells is not well known. We
hypothesize for the estrogen-independent cancer cells
that MnSOD up-regulation could be dependent on the
high-constitutive activation of the transcription factor
NF-xB, which is known to regulate MnSOD expression
[36, 37]. The high-MnSOD content correlates with the
invasive and metastatic properties of MDA-MB231 and
SKBR3 cells. Recent clinical studies have reported a cor-
relation between high-MnSOD content and both tumor
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Fig. 5 Effect of MnSOD suppression on growth and colony
formation of MDA-MB231 cells. (a) Parental cells (Wt), empty
vector-transfected cells (Neo) and the two MnSOD antisense-
transfected cell clones (MnSOD AS cl.1 and cl.2) were plated in 24-
well dishes (1 x 10* per well) and cultured in complete medium. Cell
numbers were counted on days 2, 3, 4, 5, and 6. Means are shown for
the three experiments. (b) The protein level of PCNA was analyzed
by Western blotting with equal amounts of proteins (50 pg) extracted
from control Wt cells, Neo cells, and MnSOD AS cl.1 and cl.2, using
PCNA polyclonal antibody. Coomassie blue membrane staining was
used as the protein loading control. (¢) The MnSOD antisense-

Clonogenic survival fraction
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grade and invasiveness of breast cancer [19] and of meta-
static gastric and colorectal cancers [13, 15]. In addition, it
has been reported a high-MnSOD level in primary prostate
cancer at the invasive edge of the cancer [38]. So, it was
thought to be important to investigate the role of MnSOD
in the growth and invasiveness of breast tumor cells such as
MDA-MB231 cells that express a high-MnSOD activity.
Up-regulation of MnSOD in estrogen-independent can-
cer cells was associated with an unexplained low expres-
sion of catalase and GPx. Moreover, catalase and GPx
expressions were related to the ER status, as previously
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transfected cell clone 2 (MnSOD AS cl.2) was treated for 5 days with
2 uM MnTMPyP and the cell growth was compared to that of the
untreated MnSOD AS cl.2. (d) Cell population doubling time was
calculated from the cell growth curve during the exponential growth
phase. (e) Cells were seeded (500 cells) in 100-mm dishes and grown
for 12 days. Colonies with more than 50 cells were counted and
results from the three independent experiments were obtained as the
% of colony formation = (colonies formed/cells seeded) x 100%.
Data are represented as clonogenic survival fraction of Wt control
fixed at 1. Statistically significant differences from the parental (Wt)
cell value are indicated as *P < 0.05

described [39]. An imbalance of these major antioxidant
enzymes may lead to an aberrant regulation of ROS pro-
duction and may be involved in the development of cancer
[40]. An excessive production of ROS usually results in
cytotoxic effects characterized by oxidative cell injuries,
such as damages to DNA, protein and lipid membranes,
and/or activates redox sensitive signaling molecules such
as kinases and transcription factors. These effects may lead
to malignant cell transformation and tumor progression [1].
Our study shows a higher intracellular peroxide level
in MDA-MB231 cells than in MCF-7 cells, which is
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Fig. 6 Effect of H,O, scavengers on growth and colony formation of
MDA-MB231 cells. (a) MDA-MB231 cells were plated in 24-well
dishes (1 x 10* per well) and cultured in complete medium contain-
ing H,O, scavengers NAC (1 or 5 mM) or pyruvate (2 or 10 mM).
Cell numbers were counted on days 2, 3, 4, 5, 6, 7, and 8. Means are
shown for the three experiments. (b) Cell population doubling time
was calculated from the cell growth curve during the exponential
growth phase. (¢) The protein levels of PCNA and cleaved PARP
were analyzed by Western blotting, using equal amounts of protein
(50 pg) extracted from untreated MDA-MB231 cells and MDA-
MB231 cells treated with either 5 mM NAC or 10 mM pyruvate (Pyr)

presumably H,O,. This is due to the imbalance of the
antioxidant enzymes, as measured by a higher MnSOD
content and a lower basal expression of catalase, and
PRDX3 than in MCF-7 cells. The difference in H,O, level
between MDA-MB231 and MCF-7 cells was not depen-
dent of the GPx level, because this H,O,—detoxifying
enzyme was poorly expressed in breast cancer cells, as
previously described [39]. However, these data suggest that
H,O, is mainly produced in mitochondria, given that
MnSOD is strictly localized in this organelle, and GPx and
PRDX3 are the major mitochondrial peroxidases [1, 41].
It is known that MnSOD plays a role in the regulation of
cancer cell growth. Tumor cells with low-MnSOD levels
present with a high-growth rate and a decreased cell Td but
low-metastatic potential [18]. To investigate the role of this
antioxidant enzyme in MDA-MB231 cells, suppression of
its basal expression was carried out using the antisense
RNA technique. Our results show that MnSOD suppression
changes the characteristics of MDA-MB231 cell growth.
Parental MDA-MB231 cells with the highest MnSOD

@ Springer

C

NAC
1mM

NAC
5mM

Pyr

2mM

Pyr
10mM

Clonogenic survival fraction

(d)
12

0.8
0.6

of control

0.4 *
0.2

C NAC NAC Pyr Pyr
iImM  5mM  2mM 10mM

for 8 days. A positive control with camptothecin-treated Jurkat cells
was done for cleaved PARP. Coomassie blue membrane staining was
used as the protein loading control. (d) MDA-MB231 cells were
seeded (500 cells) in 100-mm dishes and grown for 12 days with
H,0, scavengers NAC (1 or 5 mM) or pyruvate (2 or 10 mM).
Colonies with more than 50 cells were counted and results from the
three independent experiments were obtained as the % of colony
formation = (colonies formed/cells seeded) x 100%. Data are repre-
sented as clonogenic survival fraction of control (C) fixed at 1.
Statistically significant differences from the untreated cell (C) value
are indicated as *P < 0.05

activity exhibited a cell Td of 36 h, longer than the 20 h Td
of MCF-7 cells (data not shown). This decreased Td in
MnSOD down-regulated-MDA-MB231 cells, suggests an
MnSOD-dependent stimulation of tumor cell growth.
However, colony formation decreased in MnSOD sup-
pressed-MDA-MB231 cells compared to parental cells,
suggesting that MnSOD may also be involved in the clo-
nogenic ability of MDA-MB231 cells. The formation of
colonies is generally believed to be a characteristic of
tumor cells compared to normal cells. It is also believed to
relate to the metastatic potential of tumor cells depending
on their invasive abilities.

The mechanism by which MnSOD plays a role in tumor
growth is dependent on the overall balance of ROS and
antioxidant levels, which varies among cancer cell types. It
has been postulated that the low-MnSOD level may lead to
an accumulation of intracellular O3-, which promotes
proliferation of cancer cells, as has been shown in ovarian
and breast cancer MCF-7 cells [17, 42]. ROS are known to
promote the activation of the Ras-mediated signaling
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Fig. 7 Effect of MnSOD suppression and H,O, scavengers on MDA-
MB231 cell invasion and on MMP-9 activity. (a) Parental cells (Wt),
empty vector-transfected cells (Neo), the two MnSOD antisense-
transfected cell clones (MnSOD AS cl.1 and cl.2) and parental cells
treated for 8 days with either 5 mM NAC or 10 mM pyruvate (Pyr)
were assayed for invasion in modified Boyden Chambers. After 24 h,
the invaded cells from the lower chambers were fixed and stained
with crystal violet. Absorbance at 560 nm was measured and data
from the three independent experiments were expressed as percent-
ages of the control parental MDA-MB231 cells, defined as 100%
invading cells. (b) Parental cells (Wt), empty vector-transfected cells
(Neo), the two MnSOD antisense-transfected cell clones (MnSOD AS
cl.l and cl.2) and parental cells pretreated for 8 days with either
5 mM NAC or 10 mM pyruvate (Pyr) were cultured for 24 h with a
serum-free medium. The conditioned media were then collected,
concentrated and subjected to gelatin zymographic analyses to detect
the MMP-9 gelatinase activity secreted by cells

pathway involved in cell proliferation [43]. Our study has
shown that a high-MnSOD level coupled to a low-H,0,-
detoxifying enzyme expression gives rise to an overpro-
duction of H,O, in MDA-MB231 cells. We postulate that
the accumulation of H,O, in these cells also plays a role in
cell growth. We demonstrated this by experiments using
the antioxidants NAC and pyruvate, specific H,O, scav-
engers; these inhibited tumor cell growth. The cell per-
meable SOD mimetic MnTMPyP, which does not enter
mitochondria, does not reverse the effect of MnSOD sup-
pression, suggesting that the H>O, produced in mitochon-
dria is mainly involved in cell growth. Mitochondria are
known to play a role in cancer cell growth and transfor-
mation through ROS-releasing metabolic activity [44]. It is
not surprising that MnSOD-dependent H,O, is an impor-
tant mediator in cell proliferation, because this ROS acti-
vates the MAPK-dependent signaling pathway and
transcription factors such as NF-xB and AP-1, which are
required for cell cycle progression in cancer cells [45, 46].
On the other hand, it has been demonstrated that MnSOD-
forced over-expression in tumor cells increases intracellu-
lar H,0, levels, and leads to a decline in cell growth, and

that this tumor suppressive effect of MnSOD was reversed
with addition of H,0O, scavengers or by co-expression of
GPx or catalase [5, 17]. This suggests a distinct sensitivity
of cancer cells to H,O,, depending on their ability to
detoxify the ROS or to activate the appropriate mitogenic
signaling pathway [9, 47].

Another hypothesis in our study was that MnSOD
up-regulation could affect the invasive abilities of MDA-
MB231 cells. A previous study indicated that an elevated
MnSOD level was associated with an increased frequency
of tumor invasion and metastasis in certain cancers [48],
such as breast cancers [19]. MDA-MB231 cells exhibit
high invasive and metastatic properties and MnSOD sup-
pression reduced their invasive capacity. These results
suggest that MnSOD plays a role in the regulation of the
invasiveness of breast cancer cells. This could explain the
decrease in colony formation observed for MnSOD down-
regulated-MDA-MB231 cells compared to parental cells.
Reduction of the invasive capacity by MnSOD suppression
was associated with a reduced MMP-9 activity. This en-
zyme is the major MMP gelatinase secreted by aggressive
breast cancer cells, such as MDA-MB231 cells, and plays a
critical role in breast tumor cell invasion and metastasis
[49]. Our findings suggest that MnSOD may regulate the
MMP-9 activity in metastatic breast cancer cells. Inva-
siveness of MDA-MB231 cells was also reduced after
treatment of parental cells with NAC or pyruvate. Our
results suggest that MnSOD-dependent production of H,O,
is involved in the regulation of the invasive capacity of
breast tumor cells. This ROS may contribute to the sig-
naling pathway that modulates the MMP-9 gelatinase
activity as already reported for MMP-1 and -2 [50, 51]. In
addition, MMP-9 is known to be activated by H,O, in a
conditioned medium of cultured smooth muscle cells and
macrophages [52]. It is likely that H,O, modulates the
MMP-9 activity in MDA-MB231 cells through the MAPK
and transcription factors AP-1 and NF-kB signaling path-
ways, which are constitutively activated in MDA-MB231
cells [33, 53].

In summary of the above, some studies have already
shown that tumor cells with elevated levels of MnSOD and
increased MMP-1 and -2 activities are more invasive and
are associated with slow tumor growth [51]. It is known
that MCF-7 cells, with a low-MnSOD level are poorly
invasive and nonmetastatic, despite a high-growth rate [17,
20]. MnSOD-forced overexpression in these cancer cells
regulates the activation of MMP-2, suggesting a potential
modulation of their invasiveness, despite a slower growth
rate [50]. Also, these observations associated with the
present study suggest that an elevated levels of MnSOD
may reflect tumor progression to a metastatic phenotype in
breast cancer cells. The increase of MnSOD expression in
breast cancer cells may represent a mechanism by which,
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by boosting the intracellular concentration of H,O,, they
reduce their proliferation rate and increase their invasive
capacity. In this case, we postulate that MnSOD up-regula-
tion would be associated with a poor prognosis in advanced
breast cancer. However, the molecular mechanism by which
the metastatic breast cancer cells up-regulate MnSOD
expression and the factors influencing MnSOD expression,
have not yet been elucidated and will need to be defined.

In conclusion, the present study provides evidence that basal
MnSOD expression in human estrogen-independent breast
cancer cells is high compared to that in estrogen-dependent
breast cancer cells and normal mammary cells, and plays a
H,0,-mediated role in cell growth and tumor metastasis. These
findings suggest that the assessment of MnSOD status in breast
cancers might be useful during treatment. Elevated levels of
MnSOD may influence the effectiveness of both radiation
therapy and ROS-forming anticancer drugs. This has already
been suggested for oesophageal, colorectal and gastric cancers
[13, 15, 16]. Finally, effects of HO, scavengers on growth and
invasiveness of breast cancer cells suggest that these molecules
may prove useful in anticancer treatment when combined with
chemotherapeutic drugs.
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4.2 ROle de la DDB2 dans la croissance tumorale mammaire

4.2.1 Introduction

La protéine DDB2 est connue pour son rble dans le systeme de réparation des lésions
de 'ADN par excision de nucléotides, en s’associant avec la protéine DDB1 pour former le
complexe UV-DDB (Naget al., 2001). Elle agirait en interagissant avec des protéines,
comme la CBP/p300, un membre de la famille des histones acétyltransférases et le complexe
STAGA, sur le remodelage de la chromatine, afin de rendre les lésions de I'ADN plus

accessible aux protéines de réparation.

Dans les cellules normales, la DDB2 est considérée comme un suppresseur de tumeur,
car l'invalidation de son géne entraine chez la souris non seulement une sensibilité importante
vis-a-vis des UV, mais également I'apparition de tumeurs spontanées (Aletsder005;

Itoh et al, 2004; Itohet al, 2007; Yoonet al, 2005). Certaines données dans la littérature
laissent supposer que la DDB2 joue un réle important dans la régulation du cycle cellulaire,
car son expression est régulée durant les phases du cycle cellulaire et n'est pas détectable dans
les cellules ne se divisant pas (Nagal, 2001). De plus, la DDB2 interagit avec des
protéines impliquées dans la régulation du cycle cellulaire, comme la culline-4A et le facteur

de transcription E2F1 (Hayes al, 1998; Naget al, 2001; Shiyanoet al, 1999a ; Shiyanov

et al, 1999Db).

A co6té de ces données de la littérature, l'interaction entre la DDB2 et E2F1, un
marqueur de la prolifération bien décrit dans la croissance des tumeurs mammairee{Zhang
al., 2000), nous a conduit a émettre I'hnypothese de travail, que la sous-unité du complexe UV-
DDB pouvait jouer un rdéle dans le développement du cancer du sein. En paralléle dans le
laboratoire, la présence de la DDB2 a été révélée dans la lignée de cellules tumorales

mammaires MCF-7.

4.2.2 Reésultats obtenus

4.2.2.1Etude de I'expression de DDB2 dans les lignées de cellules tumorales et dans les
tumeurs mammaires

L’expression de la protéine DDB2 a été realisée aux niveaux transcriptionnel par RT-
PCR et traductionnel par Western blot, sur plusieurs lignées de cellules tumorales mammaires
ER-positives et négatives, et comparée a une lignée de cellules épithéliales mammaires
normales HMEC. Les résultats montrent que le géne codant la DDB2 est surexprimée au
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niveau transcriptionnel dans les cellules tumorales mammaires, ainsi que dans les tumeurs
mammaires (8 sur 16 au total, avecpun 0,0208) exprimant le récepteur aux cestrogenes. De
méme, a partir du développement récent dans le laboratoire, d’anticorps polyclonaux
reconnaissant spécifiquement la protéine DDB2, nous avons également montré que la protéine
DDB2 est fortement présente dans les cellules tumorales mammaires ER-positives. Cette
expression est cependant tres faible mais pas nulle dans les cellules tumorales n’exprimant
pas le récepteur aux cestrogenes, ainsi que dans les cellules épithéliales normales HMEC. En
revanche, I'expression de la DDBL1 est relativement constante au niveau transcriptionnel entre
les différentes lignées cellulaires, mais est significativement plus forte au niveau traductionnel

dans les cellules ER-positives et les HMEC que dans les cellules ER-négatives.

La localisation de la protéine DDB2 a été mise en évidence par la méthode
d'immunofluorescence et par fractionnement cellulaire suivi d’'une analyse par Western blot.
L’analyse par immunofluorescence révele que la protéine DDB2 est strictement localisée dans
le noyau des cellules MCF-7, sous forme de points condensés, tandis que la protéine DDB1
s’observe a la fois dans le cytoplasme et dans le noyau sous une forme Bifjuse 25A).

De méme, I'analyse par Western blot met en évidence la protéine DDB2 uniquement dans la

fraction nucléaire et non cytoplasmiguegure 25B).
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Figure 25 : A. Présentation de la localisation de la DDB1 et de la DDB2 par
'immunofluorescence. B. Analyse par Western blot.
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4.2.2.2Développement des modéles cellulaires transgéniques

Afin d'étudier l'importance biologique de la protéine DDB2 dans les cellules
tumorales mammaires, nous avons développé des modéles cellulaires transgéniques, dans
lesquels le gene codant cette protéine est soit inhibé par la stratégie de I’ARN interférence,
soit surexprimé aprés introduction de ’ADNc correspondant.

A partir de trois séquences d’ARN interférants (ARNi), proposés selon le logiciel
algorithmique de la Société Eurogentec, nous avons testé par transfection transitoire, leur
efficacité a inhiber I'expression du géneb2 apres 24 heures, dans les cellules MCF-7
parentales, mais également dans les cellules épithéliales de rein de singe (COS-7) ayant recu
le gene codant une protéine DDB2 étiquettée par les épitopes correspondant a Myc et
plusieurs Histidines (vecteur plasmidique préalablement construit dans le laboratoire). Dans
les deux types cellulaires, les résultats montrent que I’ARNi correspondant a la séquence 3
présente la plus grande capacité a inhiber I'expression du géne de la BD&2 26). La
séquence correspondante a cet ARN interférant a été introduite dans un vecteur plasmidique
de type pSIREN, qui porte un géene de seélection a la puromycine. Les cellules MCF-7
parentales, transfectées avec cette construction plasmidique, ont été sélectionnées afin
d’'observer I'ARN interférence de facon stable sur I'expression de la DDB2. Parmi une
trentaine de clones cellulaires isolés, nous en avons retenu deux, appelées clone 2 et clone 3,
dont I'expression de la DDB2 est inhibée au niveau transcriptionnel et traductionnel a plus de
80% (igure 27). Des cellules MCF-7 témoins ont été transfectées avec le plasmide pSIREN

contenant une séquence permettant la synthese d’un ARNi non spécifique (contrble siRNA).

La construction antérieure a ce travail d’'un vecteur plasmidique qui contient TADNc
codant la DDB2 et un gene de sélection a la néomycine, a permis de développer une lignée de
cellules MDA-MB231, qui surexprime cette protéine. A partir de 70 clones, sélectionnés
durant 3 semaines et isolés par dilution limite, puis analysés par Western blot a pour leur
niveau d’expression de la DDB2, nous avons pu obtenir une lignée stable de cellules MDA-
MB231 appelé MDA-DDB2. Les cellules témoins ont été transfectées avec le vecteur
plasmidique ne contenant pas d’ADNc et ont été sélectionnées par la néomycine de facon
identique (MDA Neo).

Les modéeles cellulaires transgéniques, que nous avons développés dans ce
travail, dont I'expression de la DDB2 est modulée, ont contribué a la mise en évidence du réle

de cette protéine dans la régulation de I'expression constitutive de la SOD Mn dans les
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cellules tumorales mammaires, dont 'ensemble des résultats est présenté dans larticle 3

(Voir ANNEXE).
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Figure 26 : Analyse par western blotting

A, C. Analyse par western blot du taux de protéine DDB2 dans les cellules d’adénocarcinome

mammaire humain MCF-7 et dans les cellules épithéliales rénales de singe imortalisées COS-
7 transfectées avec d’'une concentration de 100Nm d’ARNi pendant 24h. B. répresentation par
western blot la surexpression de la DDB2 étiquettée par les épitopes correspondant & Myc et

plusieurs Histidines.
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Figure 27 : A. Carte du vecteur plasmidique pSIRN/U6/DDB2-siRNA. B, C.
Présentation de l'inhibtion de la surexpression de la DDB2 dans les cellules MCF-7
transfectées avec le plasmide a I'origine des ARNi par PCR et Western blot.

4.2.2.3R0le de la DDB2 dans la prolifération cellulaire

L’inhibition par ARN interférence de I'expression de DDB2 entraine une inhibition de
la croissance des cellules MCF-7, caractérisée a la fois par une augmentation du temps de
doublement (de 18 pour les cellules témoins a environ 25 heures pour les clones 2 et 3), et par
une diminution significative de la capacité a former des colonies en culture (de 53% pour les
cellules témoins a 8% pour le clone 2 et a 18% pour le clone 3). Par ailleurs, cette inhibition
de la prolifération cellulaire est associée a une diminution trés significative de I'expression de
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génes au niveau transcriptionnel, tels que la cycline E, le PCNA et la DHFR pour
Dihydrofolate réductase, dont les produits respectifs sont impligués dans la croissance

cellulaire.

A l'inverse, la surexpression de la DDB2 dans les cellules tumorales mammaires
MDA-MB231 ne l'exprimant naturellement qu’a un niveau trés faible, stimule leur
prolifération. Ces résultats se traduisent par une diminution du temps de doublement (de 38
pour les cellules témoins a 29 heures pour MDA-DDB2) et par une augmentation de la
capacité a former des colonies pour les cellules surexprimant la DDB2 (de 6-8% pour les

cellules témoins a environ 25% pour les MDA-DDB?2).

En culture, les cellules déficientes en DDB2, en plus de leur prolifération plus lente,
s’agencent differemment des cellules témoins. Comme le montreglard 28), les cellules
déficientes en DDB2 (clones 2 et 3) sont plus allongées et forment des petits lobules, ne
renfermant jamais d’autres cellules. Au contraire, les cellules témoins délimitent des lobules

plus larges et toujours remplies d’autres cellules, contrairement aux précédentes.

4.2.2.4R0le de la DDB2 dans la régulation du cycle cellulaire

A partir des résultats précédents, une étude plus précise du role de la DDB2 dans la
prolifération cellulaire a été réalisée par la technique de cytométrie en flux. Elle a consisté a
synchroniser les cellules tumorales mammaires en phase G1 a environ 75% et en G2 a
environ 25%, apres privation de sérum dans le milieu de culture durant 48 heures, puis a
analyser, a la fois la distribution des cellules dans toutes les phases du cycle cellulaire aprés
marquage de I'ADN et leur progression dans la phase G1/S et S par mesure de la vitesse
d’incorporation de la 5 bromodéoxyuridine, ceci apres I'addition de sérum dans le milieu de
culture a différents temps (0, 3, 12 et 18 heures). Cette analyse a porté sur les cellules MCF-7
dont I'expression de la DDB2 est inhibée par ARN interférence d’'une fagon stable dans le
temps, et est comparée aux cellules témoins (parentales et transfectées avec le plasmide

produisnant un ARNi non spécifique).
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Figure 28 : présentation I'agencement des cellules MCF-7 témoins (WT, control) et les
cellules MCF-7 DDB2 siRNA cl.2, cl.3 en culture.
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Les résultats obtenus montrent que seules les cellules témoins synchronisées rentrent &
nouveau dans le cycle cellulaire aprés 3 heures d’incubation avec le sérum (9 a 11% en phase
S), contrairement aux cellules déficientes en DDB2 (0 a 1% en phase S). Aprés 12 et 18
heures de contact avec le sérum, aucune cellule MCF-7 déficiente en DDB2 n’est observée en
phase G2, contrairement aux cellules témoins qui sont distribuées dans toutes les phases du
cycle cellulaire.

L’analyse de [lincorporation de la 5 bromodéoxyuridine dans les cellules
synchronisées puis mises en contact avec du sérum dans le milieu sur différents temps, révele
que les cellules déficientes en DDB2 sont significativement ralenties dans la phase de
transition G1/S et dans leur progression dans la phase S du cycle cellulaire. En effet, au temps
0, aucune incorporation de 5 bromodéoxyuridine n’est observée dans toutes les cellules MCF-
7, indiquant que ces derniéres sont bien synchronisées. A partir de 3 heures de contact avec le
sérum, seules les cellules témoins rentrent en phase S, tandis que les cellules déficientes en
DDB2 restent blogquées en phase G1, puisqu’'aucune incorporation de 5 bromodéoxyuridine
n'est détectée. Aprés 12 et 18 heures de contact avec le sérum, nous observons une
accumulation des cellules déficientes en DDB2 dans la phase de transition G1/S. Seule une
fraction de ces cellules (d’environ 5% a 12 heures a 20% a 18 heures, par rapport a 35% a 12
heures et 80% a 18 heures pour les cellules témoins) est capable de passer la phase de
transition G1/S et de progresser lentement dans la phase S, contrairement aux cellules témoins
qui présentent un cytogramme normal d’incorporation de la 5 bromodéoxyuridine. Ces
résultats sont corrélés avec I'analyse par Western blot de I'expression de la protéine PCNA
(Proliferating Cell Antigen Nuclear), qui intervient exclusivement lors de I'entrée des cellules
en phase S du cycle cellulaire. Cette expression est beeaucoup plus faible dans les cellules
déficientes en DDB2 que les cellules témoins, quelque soit le temps de contact avec le sérum

depuis la synchronisation.

4.2.3 Conclusions

L’ensemble de nos résultats montre pour’l&ftis que la protéine DDB2 posséde, en
dehors de son activité dans la réparation de 'ADN par excision de nucléotides, une fonction
biologique impliquée dans la croissance des cellules tumorales, en particulier en stimulant
leur entrée en phase S du cycle cellulaire. L’action de DDB2 sur la prolifération des cellules
tumorales mammaires est étroitement associée a I'expression de genes clefs de la phase de

transition G1/S et de la progression dans la phase S. A Iissue de ces résultats, nous pouvons

107




en conclure que la DDB2, par sa surexpression et son réle sur la prolifération cellulaire,
présente les propriétés d’'une oncoprotéine dans le développement des tumeurs mammaires

exprimant le récepteur aux oestrogenes.

Ces résultats sont développés dans l'article suivant, publié dans PLOS ONE en 2008.

Article 2: “Damaged DNA Binding protein 2 plays a role in breast cancer cell growth.”
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Abstract

The Damaged DNA binding protein 2 (DDB2), is involved in nucleotide excision repair as well as in other biological
processes in normal cells, including transcription and cell cycle regulation. Loss of DDB2 function may be related to tumor
susceptibility. However, hypothesis of this study was that DDB2 could play a role in breast cancer cell growth, resulting in its
well known interaction with the proliferative marker E2F1 in breast neoplasia. DDB2 gene was overexpressed in estrogen
receptor (ER)-positive (MCF-7 and T47D), but not in ER-negative breast cancer (MDA-MB231 and SKBR3) or normal
mammary epithelial cell lines. In addition, DDB2 expression was significantly (3.0-fold) higher in ER-positive than in ER-
negative tumor samples (P =0.0208) from 16 patients with breast carcinoma. Knockdown of DDB2 by small interfering RNA
in MCF-7 cells caused a decrease in cancer cell growth and colony formation. Inversely, introduction of the DDB2 gene into
MDA-MB231 cells stimulated growth and colony formation. Cell cycle distribution and 5 Bromodeoxyuridine incorporation
by flow cytometry analysis showed that the growth-inhibiting effect of DDB2 knockdown was the consequence of a delayed
G1/S transition and a slowed progression through the S phase of MCF-7 cells. These results were supported by a strong
decrease in the expression of S phase markers (Proliferating Cell Nuclear Antigen, cyclin E and dihydrofolate reductase).
These findings demonstrate for the first time that DDB2 can play a role as oncogene and may become a promising

candidate as a predictive marker in breast cancer.
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Introduction

Damaged DNA Binding protein 2 (DDB2) is a 48-kDa protein
originally identified as a component of the damage-specific DNA-
binding heterodimeric complex DDB, which is involved in
nucleotide excision repair of UV-induced DNA damage through
interaction with DDB1 (127- kDA protein) or CSA proteins [1]. It
works also in association with other proteins of the repair system,
including the XPC-hHR23B heterodimer, XPA and replication
protein A [2,3]. DDB2 shares homology with chromatin
reorganizing proteins [4] and interacts with the CBP/p300 histone
acetyl transferases and STAGA complex [3,6], consistent with a
function in the remodelling of chromatin to allow efficient repair
in the vicinity of DNA lesions. In addition, DDB2 participates in
global NER by recruiting ubiquitinating enzymes, such as the E3
ubiquitin ligase cullin 4A [7].

Human DDB2 is involved in other cellular processes, including
transcription and cell cycle regulation. It has been demonstrated
that DDB2 acts as a co-factor of the transcription factor E2F1 [8]
and that it is associated with the transcriptional coactivator protein
CBP/p300 and the chromatin-acetylating transcription coactiva-

tor STAGA complex [5,6]. DDB2 is a downstream target of

BRCAI and p33, which regulate its gene expression [9-11],

@ PLoS ONE | www.plosone.org

suggesting that DDB2 could also be involved in cell cycle
regulation. DDB2 is a cell cycle-regulated protein in normal cells
since it is undetectable in nondividing cells but its level increases in
the mid-G1 phase and peaks at the G1/S boundary, before
dropping significantly in the S phase [12]. The cell cycle-
regulation of DDB2 levels involves ubiquitin-proteasome path-
way-mediated proteolysis, through the interaction between DDB2
and cullin 4A [7,12,13].

Loss of DDB2 function in normal cells is related to tumor
development susceptibility. Mutations in the DDB2 gene leading
to its loss of function are responsible for the phenotypic features of
xeroderma pigmentosum group E (XP-E) patients, characterized
by malignant skin tumors [14-16]. In addition, DDB2-deficient
mice not only were hypersensitive to UV-induced skin carcino-
genesis but also developed a high rate of broad spectrum
spontaneous malignant tumors in internal organs, in the absence
of UV irradiation or added carcinogen. These observations
suggested that DDB2 may play a role as a downstream mediator
in the tumor suppression pathways of p53 and BRCAI1 [17,18].
This suggests a role of DDB2 as a tumor suppressor in normal
cells, through protecting against cancer by regulating the cell cycle
and by increasing apoptosis rather than by direct participation in
the repair of DNA damage [19].
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Even if DDB2 is considered as a tumor suppressor, we proposed
that this protein could play a role in breast cancer. This hypothesis
was based on a previous study showing an interaction between
DDB2 and the transcription factor E2F1, a proliferative marker in
breast carcinoma [20]. Also, the aim of this study was to examine
the expression of the DDB2 gene in various breast cancer cell lines
and in tumors from patients. The surprising results showing an
overexpression of DDB2 in ER-positive but not in ER-negative
breast cancers led us to investigate the role of this protein in breast
cancer cells. This study provides evidence for the first time that
DDB2 plays an important role in cell cycle progression of breast
cancer cells.

Results

DDB2 gene is overexpressed in ER-positive breast cancer

cell lines

The expression of DDB2 was assessed in both the ER-negative
(MDA-MB231 and SKBR3) and ER-positive (MCF-7 and T47D)
breast cancer cells and was compared to that in the normal human
mammary epithelial cells (HMEC), at both the transcriptional and
the translational levels (Figure 1). The DDB2 mRNA level
estimated by RT-PCR analysis was 9.1-fold higher for MCF-7
and 5.1-fold higher for T47D cell lines than for HMEC cells
(Figure 1A). No significant difference was observed between the
DDB2 mRNA levels of the ER-negative (MDA-MB231 and
SKBR3) cancer cells and the HMEC cells. These results
correlated with the DDB2 protein content. Western blot analysis
showed that the MCF-7 and T47D cells had similar and very high
levels of DDB2 protein, in contrast to the very low levels in MDA-
MB231, SKBR3 and HMEC cells (Figure 1B). No significant
difference was observed between the DDB1 mRNA levels of the
cell lines studied. However, the MCF-7 cells had respectively 3.7-
and 2.5-fold higher levels of DDBI protein than the SKBR3 and
MDA-MB231 cells. No significant difference was observed
between the DDBI protein levels of the MCF-7, T47D and
HMEC cell lines. The MCF-7 cells expressing the highest basal
DDB2 levels were submitted to in situ immunofluorescence in
order to analyse the subcellular localization of DDB1 and DDB2.
Whereas DDB1 was localized in both the nucleus and the
cytoplasm, DDB2 was exclusively found in the nucleus (see
Supplemental Figure S1).

DDB2 gene is expressed in human breast tumors

As DDB2 appeared to be detected strongly in ER-positive
breast cancer cell lines, we next examined the DDB2 mRNA level
in breast cancer samples from 16 patients (eight positive and eight
negative for ER expression) using semiquantitative RT-PCR. In
concordance with the results from breast cancer cell lines, the
relative DDB2 mRNA level was significantly 3.0-fold higher in
ER-positive than in ER-negative breast tumor samples
(P=0.0208). The mean value of relative DDB2 mRNA level
was 1.55%0.82 for ER-positive breast tumors as compared to
0.53%0.54 for ER-negative breast tumors. Five of the eight ER-
positive samples showed a higher relative DDB2 mRNA level than
the mean value, whereas one sample did not express DDB2

(Figure 2).

DDB2 knockdown leads to a decrease in the growth of

ER-positive breast cancer cells

To understand the role of DDB2 in breast cancer cell growth,
we applied RNA interference technology to knock down the
overexpression of DDB2 in the MCF-7 cells. Three different
duplexes of siRNA, targeting various sequences of DDB2
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mRNA, were transfected individually into the MCEF-7 cells at
100 nM for 24 h and the DDB2 protein level was analyzed by
immunoblotting. All the DDB2 siRNA duplexes were able to
knock down the expression of DDB2, albeit to varying degrees.
This efficiency of these siRNA duplexes in the depletion of
DDB2 expression was confirmed in COS-7 cells expressing stably
Myc-His tagged DDB2 (see Supplemental Figure S2). The
siRNA duplex 3, which exhibited the highest efficiency (about
90%) to deplete cellular DDB2 protein, was introduced into the
RNAi-ready pSIREN vector for stable DDB2 suppression in the
MCF-7 cells. Two stably DDB2 siRNA-transfected MCF-7 cell
clones (cl.2 and cl.3) were isolated, where the DDB2 expression
was strongly suppressed in contrast to that in the parent cells
(Wt) and in the stably transfected cells with a scrambled siRNA
duplex sequence (control siRNA) which were used as controls
(Figure 3A and B). The expression of DDBI1 was not affected in
the transfected cells, in contrast to that in the Wt MCF-7 cells.
Growth curves were assessed by seeding cells in 24-well tissue
culture plates at 1x10* cells/well and then cells were counted
daily over a 4-day period. The two DDB2 deficient MCF-7 cell
clones 2 and 3 showed an approximately similar growth rate and
grew significantly more slowly than the Wt and the control
siRNA-transfected MCF-7 cells. At day 4 after plating, the clones
2 and 3 exhibited respectively approximately 2.3- and 2.1-fold
fewer cells than the control siRNA-transfected MCF-7 cells
(Figure 3C). No significant difference was observed between the
Wt and control siRNA-transfected MCF-7 cells. Cell population
doubling times were calculated from the cell growth curves
(Figure 3D). In accordance with the growth rates, the doubling
times of the DDB2 deficient MCF-7 cell clones 2 and 3 (23.3 and
22.6 h, respectively) were longer than those observed for the Wt
and control siRNA-transfected MCF-7 cells (18.0 and 17.8 h,
respectively). As shown in Figure 3E and F, the decreases in cell
growth rates were accompanied by a strong decrease in colony
formation for the DDB2 deficient MCF-7 cell clones 2 and 3 (8.4
and 19.4%, respectively) compared to those of the Wt and
control  siRNA-transfected MCF-7 cells (52.4 and 45.5%,
respectively). The decreases in cell growth rate and colony
formation were associated with a decrease in the level of mRNA
encoding specific S-phase markers, such as DHFR, cyclin E and
PCNA, in the DDB2-deficient MCF-7 cell clones 2 and 3
(Figure 3A).

DDB2 overexpression increases the growth of ER-

negative breast cancer cells

The involvement of DDB2 in breast cancer cell growth was
confirmed by introduction of the DDB2 gene into MDA-MB231
cells. These cells (MDA DDB2), control parent (MDA Wt) and
empty vector-transfected cells (MDA Neo) were seeded in 24-well
tissue culture plates at 1x10* cells/well. The growth curve of the
isolated MDA-MB231 cells overexpressing DDB2 (MDA DDB2)
(Figure 4A) was assessed and compared to those of both control
cell lines (MDA Wt and MDA Neo). The cells were then counted
daily over a 9-day period. The MDA DDB2 cells grew faster, with
approximately 1.7-fold more cells than the control Wt and Neo
cell lines by day 9 after plating (Figure 4B). No significant
difference was observed between the Wt and Neo control cells. In
consequence, the cell population doubling time of the MDA
DDB2 cells (29.4 h) was shorter (Figure 4C) than those observed
for the MDA Wt and MDA Neo (37.7 and 37.9 h, respectively). In
addition, colony formation was stimulated in the MDA DDB2
cells (23.5%) compared to that in the Wt and Neo control cells (5.3
and 7.5%, respectively) (Figure 4D and E).
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DDB2 knockdown promotes a decline in cell cycle
progression at the G1/S transition in ER-positive breast
cancer cells

To explain the finding of DDB2 knockdown causing reduced
growth and a prolonged doubling time of MCF-7 cells, cell cycle
analysis was performed by flow cytometry, after PI staining. Wt,
siRNA control and DDB2-deficient MCF-7 cells were synchro-
nized by serum starvation for 48 h and then induced to re-enter
the cell cycle by the addition of serum. The cell lines were exposed
to added serum over 0, 3, 12 or 18 h. The cell cycle distribution of
the cell lines was determined by quantifying DNA content, after PI
staining (Figure 5). After PI staining, serum depletion for 48 h was
shown to result in G1/G0 and G2/M arrests of at least 98% in
control (Wt and siRNA control) and DDB2-deficient MCF-7 cells
(cl.2 and cl.3). At 3 h after serum addition, no change in cell cycle
distribution was observed for the DDB2-deficient MCF-7 cell
lines, while the S-phase fraction increased in the Wt and siRNA
control cells (11 and 9%, respectively). With the time release from

@ PLoS ONE | www.plosone.org

serum addition (12 and 18 h), we observed that both DDB2-
deficient MCF-7 cell lines re-entered the cell cycle, with a loss of
G1 cells and the appearance of a high S-phase fraction, but no G2
cell presence. The high peak corresponding to the S-phase fraction
shifted slightly between 12 and 18 h after serum addition.
However, the control MCF-7 cells were distributed in all phases of
the cell cycle, with a lower S-phase fraction and a significant peak
corresponding to about 19% and 14% G2 cells after 12 and 18 h
addition of serum, respectively, compared to the DDB2-deficient
MCF-7 cell lines. These results suggest that the DDB2 deficient
MCF-7 cells advanced in the cell cycle more slowly than the
control cells. These results were confirmed by 5 BrdU incorpo-
ration into cells growing synchronously after serum starvation.
The cell fractions in G1/S and S-phases were estimated by flow
cytometry analysis (Figure 6). A lack of labeling index (LI)
corresponding to a lack of 5 BrdU incorporation was observed,
indicating no cells were in the S-phase after 48 h of serum
starvation. An alteration of cell cycle progression was observed in
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the DDB2 deficient MCF-7 cells 3 h after the addition of serum.
Similar to the finding by cell cycle analysis after PI staining, no 5
BrdU incorporation was quantified for both DDB2-deficient
MCF-7 cell lines, whereas the LI for the Wt and siRNA control
MCF-7 cells (6.6% and 9.3%, respectively) revealed important S-
phase fractions in these lines. Then, % 5 BrdU-positive cells
corresponding to the LI for DDB2 deficient cells was strongly
increased and was similar to the control MCF-7 cells at 12 and 18
h after release from serum depletion. Compared to that of the
control cells, this LI indicated an important pool of DDB2-
deficient cells which started to re-enter the cell cycle and which
corresponded to an essentially G1/S subpopulation. The DDB2-
deficient MCF-7 cell clones 2 and 3 showed S-phase fractions
respectively 6.8- and 4.2-fold less than that of the control MCF-7
cells, at 12 and 18 h after release from serum depletion. In
addition, no G2 fraction was detected for both DDB2-deficient
MCF-7 cell clones. These results demonstrate that DDB2
knockdown led to a delayed G1/S transition phase entry and a
slowed MCF-7 cell progression through the S phase. These results
were confirmed by an investigation of the PCNA protein level.
Regardless of the time from release of serum depletion, the PCNA
protein level was greatly reduced in both DDB2-deficient MCF-7
cell lines, compared to that of tubulin, used as a loading control

(Figure 7).
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Discussion

In addition to its role in DNA repair, DDB2 could play an
important role in cell cycle regulation in normal cells, when
associated with proteins regulating the cell cycle [7,8]. Previous
studies showed that mutations in the DDB2 gene, which lead to a
deficiency in the NER system, increased susceptibility to develop
cancer [21] and a DDB2 deficiency promoted spontaneous
malignant tumors in mice [17,22]. Taken together, these results
provided evidence that DDB2 could play a role as a tumor
suppressor in normal cells. However, strong evidence for the
functional interaction between DDB2 and E2FI, a proliferative
marker in many cancers led us to speculate that DDB2 could be
involved also in cancer cell growth [8,20].

The present study reports for the first time that DDB2 is
overexpressed in ER-positive breast cancer cell lines, compared to
the constitutive DDB1 expression. As described already in other
cell types, DDB2 was localized strictly in the nucleus, as
demonstrated by the presence of several nuclear localization
signals in its amino acid sequence [23], whereas DDBI1 protein,
which is expressed constitutively in cells, was found to be localized
also in the cytoplasm and nucleus [24]. DDB2 was detected as two
bands by Western blot analysis in MCF-7 and T47D cells, but only
the one with the higher molecular weight was found in the nuclear
extract: the second was suspected to be non-specific and the result
of cross-reaction with anti-DDB2. The basal DDB2 level was very
low or undetectable in ER-negative breast cancer cells and in the
nontumorigenic epithelial mammary HMEC cell line. In addition,
a correlation between DDB2 expression and ER status was
observed also in breast tumor samples from patients. Taken
together, we postulate that a high DDB2 content is associated with
the oestrogen receptor (ER) status in breast cancer.

Expression of the DDB2 gene has been detected also in some
tumor cell lines such as colon carcinoma cell lines and HeLa cells
[11,25]. It is known that the DDB2 gene is expressed at a low
baseline level in many human normal cells and is induced
following UV irradiation to participate in the repair of DNA
lesions [15,23]. Regulation of DDB2 expression is not well known.
A recent study identified Spl, NF1 and E2F response elements in
the promoter of the DDB2 gene, and showed that mutations of
these response elements reduced strongly the basal transcription of
the DDB2 gene [24,26]. In addition, it has been found that p53
and BRCAI were able to activate the DDB2 gene [9,10]. In the
present study, we observed that the DDB2 gene was upregulated
in ER-positive breast cancer cells, compared to the very low
expression of DDB2 in the nontumorigenic epithelial mammary
HMEC cell line. The mechanism by which DDB2 expression is
dysregulated in ER-breast cancer cells is not known. Moreover,
the molecular mechanism involved in the loss of DDB2 gene
expression in ER-negative breast cancer cells will need to be
defined in the future. One hypothesis would suggest the
mvolvement of BRCAIL. The ER-positive breast cancer cells, such
as MCF-7 and T47D cells, express BRCAI, whereas the ER-
negative tumor cells, such as SKBR3 and MDA-MB231 cells are
BRCAI negative [27]. Involvement of ER and other transcription
factors or other molecular mechanisms are not excluded and
future investigations will need to elucidate the regulation of DDB2
expression during breast tumor progression.

The surprising evidence that the high DDB2 content correlated
with the high proliferation rate of MCF-7 and T47D cells
compared to MDA-MB231 and SKBR3 cells, along with a
number of studies reporting a role of DDB2 in the cell cycle
regulation of normal cells, led us to investigate the role of this
protein in tumor growth. The result of the inhibition of DDB2
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Figure 3. DDB2 knockdown affects the growth and colony
formation of MCF-7 cells. (A) Generation of MCF-7 cell clones stably
expressing DDB2 siRNA. Total RNA was extracted from parental MCF-7
cells (Wt) and from cells stably transfected with either the DDB2-siRNA
vector (clones cl.2 and cl.3) or the scrambled siRNA vector (control
siRNA), then subjected to RT-PCR analysis. The relative levels of DDB1,
DDB?2, DHFR, cyclin E and PCNA mRNAs were normalized to those of f3-
actin mRNA. DDB1 and DDB2 protein levels were analysed in the total
protein (50 ng) extracted from MCF-7 cell clones stably expressing
DDB2 siRNA and from control cells, by Western blotting using
polyclonal anti-DDB1 and anti-DDB2 antibodies. Coomassie blue
membrane staining was used as the protein loading control for
Western blot analysis. (B) Parent cells (Wt), control siRNA-transfected
MCF-7 cells and the two DDB2 siRNA-transfected cell clones (DDB2
siRNA cl.2 and cl.3) were plated in 24-well dishes (1 x10% per well) in
complete medium and cell numbers were counted for 4 days. Means
are shown for three experiments. Cell population doubling time was
calculated from the cell growth curve during the exponential growth
phase. (C) Wt cells, control siRNA and DDB2 siRNA transfected cells
were seeded (500 cells) in 100-mm dishes and grown for 12 days.
Colonies with more than 50 cells were counted and data from three
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independent experiments were expressed as the % of colony
formation = (colonies formed/cells seeded)x100%. Statistically signifi-
cant differences from the parental (Wt) cell value are indicated as *
P<0.05.

doi:10.1371/journal.pone.0002002.g003

expression, through the strategy of small interfering RNA (siRNA),
gave a significant reduction of the growth rate and clonogenicity of
the MCF-7 cells and an increased cell doubling time. Inversely,
introduction of the DDB2 gene into MDA-MB231 cells increased
their growth rate and clonogenicity and decreased their cell
doubling time. We demonstrated that the increase in the doubling
time of DDB2-deficient MCF-7 cells resulted in a slowing of their
entry into G1/8S transition and of their progression through the S
phase of cell cycle. Moreover, no G2 fraction was detected 18h
after release from serum depletion for both DDB2-deficient MCF-
7 cell clones compared to control cells. These data suggest that
DDB2 may play a role as an activator of breast tumor cell
proliferation at the G1/S transition and during the S-phase
progression of the cell cycle. The involvement of DDB2 at this
checkpoint of the cell cycle correlates with the fact that it is well
expressed in dividing and undamaged normal cells in the mid-G1
phase and peaks at the GI1/S boundary, before dropping
significantly in the S phase [12].

A strong decrease in the expression of DHFR, cyclin E and
PCNA genes, which are required for DNA synthesis and more
generally for proliferation, was observed in DDB2-deficient MCF-
7 cells. These results suggest that DDB2 deficiency, by promoting
a down-regulation of the replication genes during tumor cell
growth, leads to the slowed entry into the G1/S transition and the
S phase of the cell cycle. Expression of these genes is controlled by
E2F1, a transcription factor which stimulates cell cycle progression
at G1 to S phase [28]. This role is well documented in tumor cells,
and particularly in breast cancer cells where E2F1 and its E2F1-
target genes, including DHFR, PCNA and cyclin E, are
overexpressed [20,29]. Also, one mechanism by which DDB2
plays a role in tumor cell proliferation could be related to its
interaction with E2F1. Indeed, in association with DDB1, DDB2
has a functional interaction with E2F1, leading to the stimulation
of the E2F1-target gene expression [8]. However, no significant
correlation between E2F1-target genes and DDB2 was observed in
our breast tumor samples (see Supplemental Figure S3). This
preliminary clinical study was probably limited by the small
number of samples. Also, further investigation with larger breast
tumor samples will be necessary.

The present study provides new insights showing that DDB2 plays
a novel biological function. DDB2 functions as a tumor suppressor in
normal cells, at least in part by regulating cell proliferation and
controlling p53-mediated apoptosis. Deletion of DDB2 in normal
cells promotes spontaneous tumor growth in the absense of UV- or
carcinogen-induced DNA lesions, probably due to an accumulation
of unrepaired DNA lesions, leading to cell transformation [17]. In
this study, DDB2 exhibited in vitro oncogenic properties in ER-
positive breast cancer cells, through the stimulation of cell
proliferation. These results suggest that the overexpression of
DDB2 imparts a growth advantage for ER-positive breast cancer
cells. We can consider that DDB2 exhibits ying and yang activity, as
does E2F1. Under normal circumstances, E2F1 plays a role in
stimulating growth through its regulation of the expression of genes
required for cell cycle progression in breast cancer cells [20,30]. On
the other hand, E2F1 can also play a role in cell cycle arrest and
apoptosis, in response to DNA damage [31].

Our results describe an association between DDB2 and ER
status in breast cancer as well as in preclinical models and in
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doi:10.1371/journal.pone.0002002.9g004

clinical specimens. It is known that the absence of ER in breast metastatic phenotype. It is not excluded that the decrease in
tumor cells is associated with a poor prognosis and an aggressive DDB2 expression is associated with a decrease in the NER system
phenotype. The ER-negative breast cancer cell models used in this and an accumulation of unrepaired DNA damage, leading to an
study, such as MDA-MB231 and SKBR3 cells are aggressive and invasive cancer phenotype [32]. In addition to causing impairment
highly metastatic estrogen-independent breast cancer cells because in the DNA repair function, the loss of DDB2 gene expression,
of high invasive ability, despite a slow growth rate. The increase in leading to a slowed growth of aggressive breast cancer cells, may
MDA-MB231 cell proliferation, which was observed after be proposed as an important step in mammary carcinogenesis in
introduction of the DDB2 gene, suggests that DDB2 protein is a ER-negative cells. Also, DDB2 may represent an important
candidate oncogene when it is overexpressed, whatever the breast clinical interest as a prognostic/predictive marker of breast cancer
cancer cell phenotype. Also, the down-regulation of the DDB2 progression towards an aggressive phenotype. A larger clinical
gene observed in these cells may reflect tumor progression to a investigation is needed to support this hypothesis.
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Figure 5. DDB2 knockdown affects cell cycle distribution of MCF-7 cells. Parent cells (Wt), control siRNA-transfected MCF-7 cells and the two
DDB2 siRNA-transfected cell clones (DDB2 siRNA cl.2 and cl.3) were synchronized by serum starvation for 48h, and induced to re-enter the cell cycle
by the addition of serum for 0, 3, 12 or 18h. MCF-7 cells were harvested for propidium iodide staining and analysed by FACS to determine the cell
cycle fraction. FACS plots and data are representative of at least three separate experiments.

doi:10.1371/journal.pone.0002002.9005

The present study provides for the first time strong evidence that
DDB2 is a candidate for oncogene action in breast cancer. It may
contribute to a better understanding of breast tumor progression and
to provide a valuable tool in the clinical investigation of breast
cancer. This conclusion is based on several lines of evidence that
DDB?2 is highly expressed in the human ER-positive breast tumor
samples and in the cell lines we examined, compared to ER-negative
status, and plays a significant role as an activator of growth,
favouring G1/8S transition entry of ER-positive breast cancer cells
during their cell cycle. These findings support the assessment of
DDB2 status as a prognostic factor for tumor progression and
chemosensitivity in breast cancer and, possibly, other cancers.
Elevated levels of DDB2, through its ability to activate cancer cell
growth, may influence the effectiveness of anticancer drugs. Also, the
molecular mechanism by which the factors and the signaling

@ PLoS ONE | www.plosone.org

pathway influencing DDB2 expression in ER-positive breast cancer
cells will need to be defined.

Materials and Methods

Cell Lines

Human ER-expressing (MCF-7 and T47D), ER-negative
(MDA-MB231 and SKBR3) breast cancer cell lines and normal
human mammary epithelial cells (HMEC) from Clonetics
(Cambrex) were cultured as described previously [33].

Tumor material

Sixteen anonymous (eight estrogen receptor positive, eight
negative), 20-30 mg breast tumor samples were from surgical
pieces of infiltrating breast carcinomas from patients in intend to
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Figure 6. DDB2 knockdown decreases the ability of MCF-7 cells to re-enter the S phase of the cell cycle. Parent cells (Wt), control siRNA-
transfected MCF-7 cells and the two DDB2 siRNA-transfected cell clones (DDB2 siRNA cl.2 and cl.3) were synchronized by serum starvation for 48h,
and induced to re-enter cell cycle by the addition of serum for 0, 3, 12 or 18h. At the end of each of these periods after serum addition, MCF-7 cells
were exposed to 5 BrdU for 20 min and were harvested for propidium iodide staining before being analysed by FACS for determination of the G1/S
subpopulation and the S-phase fraction. FACS plots and data are representative of at least three separate experiments.

doi:10.1371/journal.pone.0002002.9g006

make diagnosis before an appropriate treatment. According to the
French bioethical law of august 6, 2004 (number 2004-800), which
has been then completed by the law of august 10, 2007 (number
2007-1220, NOR: ESRR 0757 103D), samples used for this
retrospective study did not required written consent from patients.
These samples were kept in liquid nitrogen frozen specimens and
then were certified as tumor material by morphological charac-
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terization by a senior pathologist. Estrogen receptor expression
was analyzed at diagnosis using routine immunohistochemistry
with 6F11 monoclonal antibody determination kit (Novocastra)
and revealed using I-View DAB kit (Ventana). Estrogen receptor
expression was considered as positive when more than 10% of the
nuclei were stained. Semi-quantitative expression values were
calculated as % labeled nuclei xstaining intensity (0-3).
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Figure 7. Analysis of PCNA expression in DDB2-deficient MCF-
7 cells. Parent cells (Wt), control siRNA-transfected MCF-7 cells and the
two DDB2 siRNA-transfected cell clones (DDB2 siRNA cl.2 and cl.3) were
synchronized by serum starvation for 48h, and induced to re-enter the
cell cycle by the addition of serum for 3, 12 or 18h. PCNA protein levels
were analysed in the total protein (50 pg) extracted from different cells
by Western blotting, using specific polyclonal antibodies. Membranes
were then probed with specific polyclonal antibodies against tubulin or
stained with Coomassie blue as the protein loading control for Western
blot analysis.

doi:10.1371/journal.pone.0002002.g007

Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction (RT-
PCR) Analysis

Total RNA from breast cancer cell lines and from 16 frozen
human tissues samples was isolated with Trizol® (Invitrogen).
RNA quality from human breast cancers was controlled using
RNA nanoLab Chip® (2100 Bioanalyzer, Agilent Technologies)
and used for RT-PCR. One microgram of total RNA was reverse-
transcribed for 50 min at 42°C in 20 pl of PCR buffer with 2.5
mM dNTPs, 5 uM random hexamer primers, 1.5 mM MgCl, and
200 units SuperScript II reverse transcriptase. The primers used
(Invitrogen) were selected from published nucleotide sequences in
the open reading frames of the human genes encoding DDB1 and
DDB2 [34]. The primer sequences used were as follows: DDBI
forward, 5-GACCTGCCCTACGACTAC-3'; DDBI reverse,
5'-GACCACCACCATTGAACTTC-3’; DDB2 forward, 5'-
GCGACGAAGGCCGTGTGCGTGC-3"; DDB2 reverse, 5'-
ACTTTCTTCATTTCCACCTTTGCC-3'; dihydrofolate re-
ductase (DHFR) forward, 5'-TGGCTCACACCTGTAATCC-
3'; DHFR reverse, 5'- TAATTCTTCCATCTCAGCTTCC-3';
Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA) forward, 5-TGC-
GGCCGGGGTTCAGGAGTCA-3'; PCNA reverse, 5'-CAGG-
CAGGCGGGAAGGAGGAAAGT-3'; cyclin E forward, 5'-
TATTGCAGCCAAACTTGAGG-3'; cyclin E reverse, 5'-TTA-
GATATGCAACCTGCATGTATAC-3'; P-actin forward, 5'-
GGCTCCGGCATGTGCAAGG-3'; B-actin reverse, 5'-AGAT-
TTTCTCCATGTCGTCC-3'. Each primer was added at a final
concentration of 0.5 UM to 50 pl reaction mixture in PCR buffer,
containing 1 pl cDNA, 0.25 mM of each dNTP, 1.5 mM MgCl,,
and 2.5 units Taq polymerase. An initial denaturation was carried
out for 2 min at 94°C and 30 cycles were performed with the
following PCR program : denaturing 94°C-45 s, annealing 50°C
for DDBI and DBB2 or 46°C for DHFR or 56°C for PCNA or
45°C for cyclin E and B-actin-45 s, elongation 72°C-45 s. This
program was completed with a final extension of 5 min at 72°C.
Preliminary assays have shown that the 30 cycle amplification was
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in the exponential phase. Ethidium bromide-stained bands were
visualized by UV transillumination and the fluorescence intensity
was quantified using a Gel Doc 2000 system (Biorad). The data
from PCR reactions were expressed as the relative DDB2 or
DDBI mRNA level, corresponding to the ratio of the quantified
fluorescence intensity of DDB1 or DDB2 band/B-actin band from
three independent experiments*standard deviations (SD). DNA
fragments (with expected sizes of 300 bp for DDB1 and DDB2,
172 bp for DHFR, 348 bp for PCNA, 198 bp for cyclin E and 220
bp for P-actin) were purified with the Prep A gene DNA
purification matrix kit (Biorad), and their sequences were
determined according to the dideoxy chain-termination method
[35] and were found identical to those published previously.

Preparation of Total, Nuclear and Cytoplasmic Extracts

Human breast cancer cell lines were harvested and lysed in a
10 mM Tris/HCI buffer, pH 7.4, containing 5 mM EDTA, 1%
Triton X100 and protease inhibitor cocktail, at 4°C for 20 min.
After centrifugation at 17,000 g for 20 min at 4°C, the
supernatant was collected as total protein extract. Nuclear and
cytoplasmic extracts were prepared as described previously [36].
The cells were rinsed twice with PBS and were scraped with a
rubber policeman in PBS. After a brief centrifugation at 100 g for
5 min at 4°C, the cells were resuspended in 10 mM Hepes, pH
7.9, containing 10 mM KCI, 0.1 mM EDTA and EGTA, 1 mM
dithiotreitol, and 0.5 mM phenylmethylsulfonyl fluoride and
incubated for 15 min on ice. The cells were gently lysed by the
addition of 0.6% (v/v) Nonidet P-40 and centrifuged at 200 g and
4°C for 5 min. The supernatant was collected as the cytoplasmic
extract. Pelleted nuclei were resuspended and lysed in 20 mM
Hepes, pH 7.9, containing 400 mM NaCl, 1 mM EDTA and
EGTA, 1 mM dithiotreitol, 0.5 mM phenylmethylsulfonyl fluo-
ride and 0.25% (v/v) Nonidet P-40. After centrifugation at
12,000 g for 10 min and at 4°C, the supernatant was collected as
nuclear extract. Protein concentrations were determined in the
total, nuclear and cytoplasmic extracts according to Lowry et al.,
[37], using bovine serum albumin as a standard (Biorad).

Western Blot Analysis

Total proteins (50 pg), nuclear proteins (20 pg) and cytoplasmic
proteins (30 pg) were run on SDS-polyacrylamide gels (12%),
according to Laemmli [38], and transferred onto a PVDF
membrane as described previously [39]. Immunoblot analysis
was then carried out using specific polyclonal anti-DDBI, anti-
DDB2, anti-Histone H1 (Santa Cruz Biotechnology) and anti-
catalase [40] at the optimized dilutions. Bands were detected using
an anti-IgG polyclonal antibody conjugated to peroxidase (Sigma),
after exposition to a chemiluminescent substrate. Band intensities
were quantified by densitometry with a Gel Doc 2000 system
(Biorad). The results from Western blots were expressed as relative
densitometric units from three independent experiments®SD.
Equal loading of protein in all experiments was confirmed by
Coomassie blue staining of blots.

In Situ Immunofluorescence

The cells were seeded at 1x10*cells/well in a 4 chamber slide
(NUNC Lab-Tek II, Euromedex) and incubated at 37°C for 5
days before confluence. The cells were rinsed twice with PBS and
fixed in 3% formaldehyde in PBS for 10 min and permeabilized in
methanol for 20 min at 4°C. After blocking with 0.1% fish
gelatin/0.8% bovine serum albumin/0.002% Tween-80, the cells
were then exposed to the primary polyclonal antibodies anti-
DDBI1, anti-DDB2 and anti-proliferating cell nuclear antigen
(PCNA) (Santa Cruz Biotechnology), diluted at 1:100, for 30 min
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at 37°C. After two washes in PBS, the cells were incubated with
FITC-conjugated bovine anti-rabbit immunoglobulins, diluted at
1:100 (Santa Cruz Biotechnology), in PBS for 20 min at 37°C. A
negative control was performed without the primary antibody.
The cells were then mounted in anti-fading medium (Citifluor,
Link Analytical). Images of cellular immunofluorescence were
acquired using an epifluorescence microscope Eclipse 80i with
40X objective (488 nm excitation and 518 emission) and captured
with a coupled digital camera (Nikon) (See Supplemental data).

DDB2 Expression Vector and Transfection

The full-length human DDB2 ¢cDNA containing the entire open
reading frame (1300 bp) was isolated from MCF-7 cells by RT-
PCR using the Hi-fidelity Extensor PCR kit (AB Gene), and the
forward (5'-GGACTGGGTACCACACGGAGGACGCGATG-
GCTC-3") and the reverse primers (5'-CTGAGCTCTAGAT-
CACTTCCGTGTCCTGGCTTCC-3"), with Apn I and Xba I
ends, respectively, according to the manufacturer’s instructions.
The resulting DDB2 ¢cDNA was inserted between the Kpnl and
Xbal sites into a pcDNA3.1(+) mammalian expression vector
(Invitrogen), driven by a cytomegalovirus promoter. The complete
sequence of the cDNA was verified by DNA sequence analysis.
The DDB2 ¢DNA was also subcloned into a pEF1/Myc-HisB
vector (Invitrogen) between the Apnl and Xbal sites, to produce a
Myc-polyhistidine-tagged DDB2 protein (See Supplemental data).
The expression vectors included a Neo resistance gene driven by
the SV40 promoter for clone selection. The size of the
recombinant protein was verified by using the wheat germ lysate
transcription-translation TNT kit (Promega) according to the
manufacturer’s instructions. Four pg of pcDNA3(+) or pEF1/
Myc-HisB plasmid containing either DDB2 ¢cDNA or no insert
were used for stable transfection of MDA-MB231 or COS-7 cells,
with TransPEI reagent (Eurogentec), according to the manufac-
turer’s instructions. The clones were selected with 800 pug/ml of
G418 for 4 weeks. Single colonies were isolated and then screened
for levels of the expression of DDB2 protein by Western blot
analysis. Five days before these experiments, the cells were placed
into complete medium without G418 supplement.

DDB2-siRNA Vector and Transfection

SiRNA oligonucleotides were obtained from Eurogentec in a
purified and annealed duplex form. The sequences targeting the
human DDB2 gene are: target 1 for DDB2, 5'-AGAGCGA-
GAUCCGAGUUUAA-3’ (sense) and 5'-UAAACUCGGAUCU-
CGCUCUU-3’ (antisense); target 2 for DDB2, 5'-UCAGUUCG-
CUUAAUGAAUUU-3" (sense) and 5'-AAUUCAUUAAGC-
GAACUGAA-3" (antisense); target 3 for DDB2, 5'-UCACUG-
GGCUGAAGUUUAA-3’ (sense) and 5'-UUAAACUUCAGCC-
CAGUGAA-3' (antisense). Scrambled siRNA with the following
sequence: 5'-UUAAACUUCAGCCCAGUGA-3’ (sense) and 5'-
CAGUAAACGCCGUCUUAUA-3' (antisense) was used as the
control. SIRNA transfection experiments were carried out using
jetSi-ENDO transfection reagent with 100 nM siRNA, according
to the manufacturer’s instructions (Eurogentec). Twenty-four
hours following siRNA transfection, the cells were used to analyze
the expression of DDB2 protein (see Supplemental data). Double
strand DNA oligonucleotide encoding the effective siRNA in the
knockdown of DDB2 was synthesized with a loop sequence
TTCAAGAGA and a RNA pol III terminator sequence consisting
of a 6 poly T. This double strand DNA oligonucleotide was cloned
into the RNAi-ready pSIREN vector (BD Biosciences Clontech)
between the BamHI and FEcoRI restriction sites with the U6
promoter. This vector contains a puromycin resistance gene for
the selection of stable transfectants. A unique Xba [ restriction site
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was placed downstream of the terminator sequence for restriction
digest analysis to confirm the presence of the cloned insert. Four
pg of pSIREN/U6/DDB2-siRNA vector or pSIREN/U6 empty
vector were used for stable transfection of MCF-7 cells with
TransPEI transfection reagent, according to the manufacturer’s
instructions (Eurogentec). The MCF-7 clones were selected with
0.5 pg/ml of puromycin for 3 weeks. Single colonies were isolated
and then screened for levels of the expression of DDB2 protein by
RT-PCR and Western blot analyses. Five days before the
experiments, the cells were placed into complete medium without
puromycin supplement.

Cell Growth

Cells (1x 10" were plated in 24-well dishes. The cell growth rate
was determined by counting the number of cells with a
hemocytometer as a function of time. Cell population doubling
time (T'd) was calculated from the growth rate during the
exponential growth using the following formula: 7d=0.693t/
In(N,/Ny), where ¢1s time in days, N, is the cell number at time, and
Ny is the cell number at the initial time. The data from cell growth
were expressed as means*SD from at least three independent
experiments, each being performed in triplicate.

Colony Formation

Cells (5x10% were plated in 100-mm culture dishes and
incubated for 12 days to allow colony formation. The colonies
were then fixed in ethanol, stained with 0.1% crystal violet and
scored when they contained more than 50 cells. Results were
expressed as follows: colony formation (%) = (colonies formed/cells
seeded) x100%. The data from colony formation were expressed
as means*=SD from at least three independent experiments, each
being performed in triplicate.

Flow Cytometry Analysis

Cells (2x10*/ml) were plated in 75 cm? culture dishes and
grown in complete RPMI 1640 culture medium. After a 3-day
culture, the cells were washed three times with PBS and then
synchronized by serum starvation for 48h. The cells were then
induced to re-enter the cell cycle by the addition of serum for 0, 3,
12 or 18h and were harvested by trypsinization. The pellet of cells
was resuspended in 0.1% sodium citrate, 0.1% Triton X100 and
50 pg/ml propidium iodide (PI), and then stored for 24h at 4°C.
After centrifugation at 300 g for 5 min, the cells were resuspended
in PBS containing 50 pg/ml of RNAse, and the DNA content was
determined by Fluorescence-activated cell sorting (FACS) analysis
using an Orthocyte flow cytometer (Ortho Diagnostic Systems).
To aid in the determination of the ability of the serum-starved cells
to re-enter the S phase of the cell cycle, 100 uM of 5
Bromodeoxyuridine (BrdU) were added to the culture medium
for 20 min at the end of each incubation with serum (0, 3, 12 or
18h). Cells suspensions were prepared as described previously [41],
using the FITC-coupled anti-BrdU monoclonal antibody provided
by Dako and were then analyzed by FACS. The data were
analyzed using Cell Quest sofware (BD Biosciences Clontech). The
Labeling Index (LI) corresponded to the percentage of BrdU-
positive cells. The G1/S subpopulation, corresponding to BrdU-
positive cells containing G1 DNA and S fractions, was calculated
from the LI and expressed as the percentage of 5 BrdU-positive
cells.

Statistical Analysis

Evaluation of statistical significance for data from RT-PCR,
Western blots, cell growth and colony formation was assessed
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using analyses of variance (ANOVA) and the Fisher protected least
significant difference test. Statistical significance was indicated as
*P<0.05. Statistical analysis for breast cancer samples from
patients was performed using the Mann Whitney test. Correlation
between different gene expressions was performed with Pearson
correlation coefficient method. Differences were considered to be
statistically significant at a value of P<<0.05.

Supporting Information

Figure S1 Localization of DDB1 and DDB2 in MCF-7 cells by
immunocytochemistry. (A) DDB1 and DDB2 were detected by
indirect immunofluorescence using the respective polyclonal
antibodies. PCNA corresponding to the positive control was also
detected by a specific polyclonal antibody. Negative control was
performed without the primary antibody. (B) The presence of
DDBI1 and DDB2 were detected by Western blotting in total
(50 pg), nuclear (20 pg) and cytoplasmic proteins (30 [g), using
specific polyclonal antibodies. Positive controls corresponding to
the cytoplasmic catalase and the nuclear histone H1 were detected
by Western blotting with the respective polyclonal antibodies.

Found at: doi:10.1371/journal.pone.0002002.s001 (0.11 MB TTF)

Figure S2 Identification of DDB2-specific siRNA suppressing
DDB2 protein level in MCF-7 cells and Poly His tagged DDB2-
overexpressing COS-7 cells. (A) MCF-7 cells were transfected with
100 nM  of three different DDB2-specific siRNA for 24h.
Suppression of DDB2 protein level was assessed by Western blot
analysis using equal amounts of protein (50 Ug) and the anti-
DDB2 polyclonal antibody. Results were compared to the non-
transfected cells (-) and to the scrambled siRNA-transfected cells
(C). B) COS-7 cells were stably transfected either with empty
vector-transfected cells (Neo) or with His-Myc tagged DDB2
expression vector. Myc-His tagged DDB2 overexpression was
verified by Western blot analysis and is indicated by an arrow. (C)
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Myc-His tagged DDB2 overexpressing-COS-7 cells were trans-
fected with 100 nM of the three different DDB2-specific siRNA
for 24h. Suppression of Myc-His tagged DDB2 protein level was
assessed by Western blot analysis using equal amounts of protein
(50 pg) and results were compared to those from Myc-His tagged
DDB2 overexpressing-COS-7 cells without siRNA (-) or trans-
fected with the scrambled siRNA (C).
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Figure 83 PCNA, cyclin E and DHFR expression in human
breast tumors from patients. Total RNA was extracted from eight
ER-positive and eight ER-negative breast cancer samples, then
subjected to semiquantitative RT-PCR analysis. (A) The relative
levels of PCNA, cyclin E and DHFR mRNAs were normalized to
those of P-actin mRNA. Statistically significant differences
between ER-positive and ER-negative samples are indicated as
P<0.05. The mean values are indicated by a bar in graph for each
group of tumors and PCNA, cyclin E or DHFR mRNA levels. (B)
Correlation between relative PCNA, cyclin E or DHFR and
DDB2 mRNA levels was performed with Pearson correlation
coefficient method. Differences were considered to be statistically
significant at a value of P<<0.05.
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5 DISCUSSION GENERALE

L’expression constitutive de la SOD Mn augmente au cours du développement
embryonnaire, et dans les cellules qui se différencient (St €lat, 1994). Cependant, des
altérations de son niveau d’expression sont décrites dans de nombreux types de tumeurs.
Selon l'origine de ces derniéres, une surexpression ou au contraire, une diminution de
'expression de I'enzyme antioxydante est observée dans les cellules tumorales,
comparativement aux cellules normales ayant la méme origine tissulaire (€hat¢ii993;
Cobbset al, 1996; Culleret al., 2003; Kateet al, 2003; Kimet al, 2001b; Liet al, 1998a;

Nishida et al, 1993). Ces différences suggérent qu'il existe des mécanismes distincts de
régulation du gene de la SOD Mn selon les types de cancers. Dans le cas du cancer du sein,
nos travaux montrent que I'expression constitutive de la SOD Mn est inversement corrélée
avec l'expression du récepteur aux oestrogenes. L'existence d’'un mécanisme distinct de la
régulation du gen&0OD2 entre les cellules tumorales mammaires, impliquant a la fois la
protéine DDB2 et le facteur de transcription AP{R&inig et al, 2009) nous a conduits dans

ce travail a étudier le role joué par cette enzyme antioxydante et la DDB2, a la fois sur la

prolifération et sur l'invasion de ces cellules.

5.1 Lerble de la SOD Mn dans la croissance tumorale mammaire

Aprés avoir étudié la régulation de I'expression constitutive de la SOD Mn, nous nous
sonmes intéressés a l'implication de cette enzyme antioxydante dans la croissance des
cellules tumorales. Il est connu que cette implication semble dépendre de son expression
constitutive, et donc essentiellement de I'action de°f@t de I'HO,, dont la SOD Mn
cont6le le niveau intracellulaire, mais également du déséquilibre entre son expression et celle
des autres enzymes antioxydantes, en particulier celles éliming; I{Ridnour et al,

2004).

5.1.1Implication de la SOD Mn dans la prolifération des cellules tumorales mammaires

Nous avons montré dans ce travail que les cellules tumorales mammaires ER négatives
(MDA-MB231 et SKBR3) ont une expression constitutive de la SOD Mn élevée,
comparativement aux cellules ER positives (MCF-7 et T-47D) et aux cellules épithéliales

normales. Lorsque I'expression de la SOD Mn est élevée, celle de la catalase et la GPX est
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faible dans les cellules tumorales mammaires ER-, comme cela a déja été décrit
précédemment (Esworthgt al, 1995). Il semble clair dans la littérature, que la dérégulation a

I'origine de ce déséquilibre dans I'expression entre les principales enzymes antioxydantes
favorise le développement de tumeurs (Cerutti, 1985). D’ailleurs, une production chronique et
importante d’'EAO, associée a une diminution des défenses antioxydantes, se traduit par
I'apparition d’effets délétéres, comme des Iésions irréversibles de 'ADN, des protéines et des
lipides membranaires, et/ou l'activation de facteurs de transcription ou de protéines kinases,
qui, en s’accumulant, définissent un état de stress oxydant en partie a l'origine de la
transformation cellulaire, puis de la prolifération des cellules tumorales (Mates et Sanchez-

Jimenez, 2000).

Il est aujourd’hui bien décrit dans la littérature que la SOD Mn joue un rdle dans la
régulation de la croissance des cellules tumorales. Les cellules tumorales ayant une faible
expression de la SOD Mn présentent généralement une forte prolifération, associée a un
temps de doublement diminué ainsi qu’'un faible potentiel métastatique (Oberley, 2005),
comme cela a été montré pour les cellules tumorales mammaires MCFe gLi 1995),
ovariennes (Huwet al, 2005), ou provenant d’'un meésothéliome (Kahdbsal, 1999). De
méme, la surexpression de la SOD Mn, aprés introduction expérimentale de son géne,
entraine un ralentissement de la prolifération de fibroblastes embryonnaires de souris, avec
une accumulation de cellules en phase G2 du cycle cellulaire (Satsalir 2008). Nous
pouvons associer ces données de la littérature avec nos résultats, concernant les cellules
MDA-MB231, qui présentent un taux de doublement cellulaire d’environ 36 heures,
comparativement aux 20 heures pour les cellules MCF-7, tandis qu’elles surexpriment
naturellement la SOD Mn. De méme, la diminution de I'expression de I'enzyme antioxydante
par la stratégie d’ARN antisens, acceélére ainsi la croissance de nos cellules MDA-MB231,
comme le montre la diminution significative de leur temps de doublement et I'expression
augmentée du marqueur de prolifération, la PCNA. Cependant, a I'inverse de ce que I'on peut
observer pour les cellules MCF-7, la faible expression induite expérimentalement de la SOD

Mn entraine une diminution de la capacité des cellules MDA-MB231 a former des colonies.

Le mécanisme par lequel la SOD Mn joue un rdle dans la croissance des cellules
tumorales semble dépendre de la production des EAO &iai, 2001b; Liet al, 1999).
D'apres la littérature, une expression constitutive faible de la SOD Mn entraine
'accumulation d’Q°- intracellulaire, une EAO qui stimule la prolifération cellulaire, en

activant préférentiellement la voie de signalisation dépendante de la protéine Rag{éang
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1999), comme cela a été démontré dans les cellules tumorales ovariennes et mammaires
MCF-7 (Hu et al, 2005; Liet al, 1995). D'aprés nos résultats, nous avons montré au
contraire une forte production B, intracellulaire dans les cellules MDA-MB231,
comparativement aux cellules MCF-7, qui résulte a la fois de I'expression élevée de la SOD
Mn et d’'une déficience dans I'expression des enzymes éliminant cette EAO. Cette différence
du taux d’'HO; intracellulaire entre les deux lignées ne semble pas étre dépendante du taux de
GPX, car cette enzyme antioxydante est trés faiblement exprimée dans les deux types de
cellules tumorales mammaires (Eswortby al, 1995). L'HO, joue un rble dans la
prolifération des cellules MDA-MB231. En effet, le traitement de ces derniéres avec des
antioxydants, tels que la NAC et le pyruvate, qui réagissent spécifiquement avec cette EAO,
entraine une diminution significative, correspondant a une augmentation du temps de
doublement des cellules tumorales mammaires MDA-MB231 et accompagnée d’une
diminution de I'expression du marqueur PCNA. La surproduction@Hobservée dans les
cdlules MDA-MB231, proviendrait principalement des mitochondries, puisque d’'une part le
déséquilibre entre la SOD Mn, la GPX et la PRX3 concerne donc des enzymes antioxydantes
strictement mitochondriales (Chamg al, 2004; Mates et Sanchez-Jimenez, 2000), d’autre
part les conséquences biologiques sur la croissance cellulaire dont la SOD Mn est
responsable, ne changent pas lorsque I'on traite les cellules tumorales avec le MNTMPYP, un
mimétique des SOD qui se localise uniguement dans le cytosol des cellules et non dans les
mitochondries (Liochev et Fridovich, 1995). L8, produit par I'activité soutenue de la SOD

Mn jouerait ainsi le médiateur de la SOD Mn dans la prolifération cellulaire. Cette EAO est
capable d'activer a la fois des facteurs de transcription comme AP-1 eB,Nfttix méme
impliqués dans la prolifération et la voie de survie des cellules tumorales{(tdsu2000 ;
Kucharczaket al, 2003; Ozannet al, 2007 ), mais également des sérine/thréonines kinases
de la famille des MAPK, qui jouent un réle central dans la transduction du signal conduisant a

la prolifération(Allen et Tresini, 2000; Thannickal et Fanburg, 2000 ).

L’équipe d’'Oberley a montré que la surexpression de la GPX dans des cellules
d’adénocarcinome du pancréas inhibait leur prolifération. Cette inhibition était plus
importante lorsque la GPX et la SOD Mn étaient surexprimées ensemble, montrant
'importance des EAO dans la prolifération des cellules tumorales €Lial, 2004).
Cependant, la méme équipe a montré queQHétait responsable de linhibition de la
croissance des cellules tumorales d’origine gliale, lorsque celles-ci surexpriment la SOD Mn,

et que la surexpression de la GPX neutralise cet effadt @&li, 2000). A ce moment de notre
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travail, I'hypothése que nous avons émise était gDHoue un role dans la prolifération des
cdlules tumorales, en activant comme I'O2°-, certaines cibles intracellulaires, mais dont
certaines étaient probablement différentes, pouvant ainsi expliquer la différence de vitesse de
prolifération entre les cellules MDA-MB231 et les MCF-7. Cette hypothése nous a conduits a
rechercher si la SOD Mwja I' H,O, qu’elle produit, n’interviendrait pas dans le processus

de mgration des cellules tumorales MDA-MB231.

5.1.2Implication de la SOD Mn dans la migration des cellules tumorales mammaires

Selon la littérature, une expression élevée de la SOD Mn est associée a une
augmentation des capacités invasives et métastatiques de certaines tumeurs de la thyroide ,
d’origine gastrique et colorectale, ou encore de la prostate(Jaisaeri 998 ; Janssest al,

2000; Kahloset al, 1998; Malafeet al, 2000; Nakatat al, 1992 ; Nishidaet al, 1993 ; Ria

et al, 2001 ; Totet al, 2000b ). Cette observation a été récemment faite dans des carcinomes

mammaires, dans lesquelles le niveau d’expression de la SOD Mn est corrélée avec la
malignité et le pouvoir métastatique des tumeurs, comparativement au tissu normal

(Mukhopadhyay et al 2004 ; Tsanou et al2004).

Les lignées de cellules tumorales mammaires que nous avons utilisées dans nos
études, se distinguent par leurs propriétés invasives et métastatiques, anlavitoiset in
vivo. Alors que les lignées de cellules tumorales mammaires ER- (MDA-MB231 et SK-BR-3)
sont hautement invasives et métastatiques mais proliferent lentement, les lignées cellulaires
ER+ (MCF-7 et T-47D) proliferent rapidement mais ne présentent pas de propriétés invasives.
La surexpression de la SOD Mn gue nous avons mis en évidence dans les lignées ER-
comparativement aux cellules ER+, est ainsi corrélée avec les propriétés invasives et
métastatiques de ces cellules. Ces propriétés invasivestro sont significativement
diminuées dans les cellules MDA-MB231, a la fois lorsque I'expression de la SOD Mn est
inhibée ou I' HO, qu’elle produit est neutralisé. Ces résultats suggerent donc que la SOD Mn
exprimée constitutivement & un niveau élevé, en produisant dgob, iparticipent en partie
aux propriétés invasives des cellules tumorales mammaires ER-. Ces résultats apportent
également une réponse au sujet de la diminution des capacités des cellules MDA-MB231 a
former des colonies lorsque I'expression de la SOD Mn est inhibée. En effet, cette capacité a
former des colonies dépend en partie des capacités migratrices de ces cellules, qui favorisent

ainsi leur association, puis leur prolifération, pour former les colonies.
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La réduction de la capacité invasive des cellules MDA-MB231 lorsque I'expression de
la SOD Mn est diminuée, est également associée a une réduction de l'activité enzymatique de
la MMP-9. Cette gélatinase est une des principales MMP sécrétées par les cellules tumorales
mammaires invasives, qui joue un réle central dans les processus invasifs et métastatiques des
cellules MDA-MB231 (Ramos-DeSimoret al, 1999). Notre étude suggere que la SOD Mn,
via I' H,O, qu’elle produit, intervient dans le contrle de I'activité de la MMP-9 dans les
cdlules tumorales mammaires métastatiques. En effet, cette MMP est également réduite
fortement lorsque les cellules MDA-MB231 sauvages sont traitées avec les antioxydants,
NAC ou pyruvate. L' HO, pourrait activer directement la MMP-9, ou par I'intermédiaire
d’'unevoie de signalisation. Il est décrit dans la littérature qugdiHajouté dans un milieu
de culture de cellules musculaires lisses et de macrophages active directement la MMP-9
sécrétée par ces cellules (Rajagopatdnal, 1996). Nous pouvons émettre également
I'hnypothése que kD,, en activant une voie de signalisation, modulerait I'activité gélatinase
de la MMP-9. Cette voie de signalisation dépendrait des MAP Kinases et des facteurs de
transcription AP-1 et NkB, qui sont constitutivement activés dans les cellMBA-MB231
(Sato et Seiki, 1993; Xat al, 1999a). Ce mécanisme a déja été montré pour les MMP-1 et 2
dans les cellules de fibrosarcomes. Ces derniéres présentent également une expression
constitutive naturellement élevée de la SOD Mn, qui conduit a de fortes activités des MMP-1
et 2 via l'activation du facteur de transcription AP-1, et donc a des capacités invasives
importantes (Connor et al., 2007; Nelsgral, 2003). Contrairement a ces deux études, nous
n'avons pas Vérifié si I'bD, diminuait I'expression de la MMP-9 au niveau transcriptionnel
dans les cellules MDA-MB231. Nos observations suggéerent donc gd,Hen activant les
cgoacités invasives des cellules via l'activation de la MMP-9, entrainerait ainsi une
prolifération plus lente. Les mécanismes moléculaires impligués dans la migration sont
différents de ceux impliqués dans la prolifération, et que les cellules invasives ont un temps
de doublement plus grand que les cellules non invasives. Dans le cas des cellules tumorales
mammaires MCF-7, qui expriment faiblement la SOD Mn, sont peu invasives et non
métastatiques mais proliferent trés rapidemenieflal, 1995), I'introduction expérimentale
du geneSOD2 dans ces cellules entraine une diminution de leur prolifération, suivie d’'une
activation de la MMP-2, pouvant étre a l'origine de I'acquisition de capacités invasives qui
n'ont pas été étudiées par I'équipe d’'Oberley (Zhang.e2@b2b).

L’ensemble des données actuelles dans la littérature, ajouté a nos résultats suggere

donc que l'augmentation de I'expression de la SOD Mn représente un événement qui
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entrainerait les cellules vers un état plus invasif et métastatique, suggérant ainsi que I'enzyme
antioxydante serait un facteur prédictif de I'invasion et de la progression tumorales dans le
cancer du sein. Ceci nécessite une meilleure compréhension des mécanismes moléculaires a
I'origine de cette expression constitutive €levée de la SOD Mn. Dans ce sens, notre travail
montre que I'expression constitutive élevée de la SOD Mn dans les cellules MDA-MB231
dépend de l'activation constitutive du facteur de transcription Spl et d’'une expression faible
d’AP-20, liee a une hyperméthylation de son gene. Il a diaifl été recemment observé que
I'expression de ce facteur de transcription est souvent altérée, lorsque les cellules tumorales
mammaires acquierent des propriétés invasives (Pellikainen et Kosma, 2007). Une autre étude
récente, réalisée sur les cellules MDA-MB231, montre que l'altération de I'expression d’AP-
20 entraine une perte de l'expression du facteur sepgue du développement des
métastases, appelé Kiss-1 (Mitchetlal, 2006). Ces observations, sans exclure la protéine
DDB2, comme nous allons le voir, suggerent donc qu’une altération dans les mécanismes de
régulation de I'expression de la SOD Mn est en partie a l'origine des capacités invasives des

cellules tumorales mammaires MDA-MB231.

5.1.3 Régulation de I'expression constitutive de la SOD Mn

Nous avons montré que lI'expression constitutive de la SOD Mn est élevée dans les
cellules tumorales mammaires ER-, comme cela a été observé dans les cellules tumorales
gastriques, ovariennes, thyroidiennes, provenant de meésothéliomes, ou encore d’origine
neuroépithéliale (Coblet al, 1996 ; Izutanét al, 1998; Izutanet al, 1996 ; Janssest al.,

1998 ; Kahloset al., 1998 ; Kahlo®t al, 2000 ; Kinnulaet al, 1996 ; Landriscinat al,
1996 ; Nakatat al, 1992 ; Nishida et al1993 ; Ria et a] 2001). Cependant, les mécanismes
moléculaires responsables de cette expression constitutive élevée de I'enzyme antioxydante

ne sont pas connus.

Un travail réalisé dans le laboratoire a montré que I'expression constitutive du géne
SOD2, dépendante de sa région proximale, fait intervenir essentiellement le facteur de
transcription Sp1(Miniget al, 2009), comme cela a été montré dans d’autres types cellulaires
(Xu et al, 1999a). De plus, ce travail a montré que I'expression constitutive élevée dans les
cellules MDA-MB231 est également associée a une expression faible d’un régulateur négatif
comme APZ2. Lorsque ces cellules sont exposées a un inhibiteur des méthylases, qui restaure
I'expression d’AP-2&, I'expression de la SOD Mn est significativement diminuée. De

nombreuses méthylations ont été observées dans le promoteur du géne codaniaAR{2s
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cellules MDA-MB231 (Douglas et gl2004; Wajapeyee et.aP005), expliquant sa tres faible
expression. De plus, il est connu qu'AR-Zxerce ce role répresseur sur I'expression
constitutive du gen&0OD2 en interférant avec Spl, dans les cellules normales et certaines
cellules tumorales (Xet al, 2002; Yehet al, 1998; Zhuet al, 2001). Il n’'est pas exclu la
participation de NF«B dans I'expression constitutive élevée de I'enzyme antioxydante, car
ces cellules tumorales présentent une activation constitutive de ce facteur de transcription
(Bhat-Nakshatriet al, 1998). Comme nous le verrons dans la partie 3 de la discussion,
I'absence d’expression de la DDB2 est également associée a I'expression constitutive élevée
de la SOD Mn dans les cellules MDA-MB231.

5.2 Lerole de la DDB2 dans la croissance tumorale mammaire

Plusieurs observations émanant de la littérature ont révélé la protéine DDB2 comme
un suppresseur de tumeur. Cependant, certaines de ces observations nous ont conduits a
s’interroger quant au role exact de cette protéine, tels que son interaction avec le facteur de
transcription E2F1, qui est souvent surexprimé dans les adénocarcinomes mammaires. De
méme, a partir des résultats obtenus dans le laboratoire qui montraient I'activité régulatrice de
la DDB2 sur I'expression du gene de la SOD Mn dans les cellules d’adénocarcinome
mammaire MCF-7. En étudiant son expression et en caractérisant son réle, 'ensemble de ce
travail indique que la DDB2 présente une activité oncogénique dans le cancer du sein, ce que

nous allons discuter maintenant.

5.2.1 Surexpression du gene DDB2 dans les cellules tumorales mammaires ER positives

C’est la premiére fois qu’une surexpression de la DDB2 est mise en évidence dans des
cellules cancéreuses mammaires, exprimant le récepteur aux oestrogenes, comparativement
aux cellules ER-négatives et aux cellules épithéliales mammaires normales. L’expression de
cette protéine a déja été mise en évidence dans d’autres types de cellules cancéreuses, telles
gue des lignées de cellules d’adénocarcinome coliques et les cellules HelLa (Keahey
1993; Takimoto et aJ 2002).

Nous avons observé une corrélation entre I'expression élevée de la DDB2 et la
présence du récepteur aux oestrogénes, a la fois dans les lignées cellulaires et dans les
échantillons de tumeurs mammaires provenant de patientes atteintes d’'un cancer du sein.
Nous ne pouvons pas conclure quant a l'origine de cette surexpression du géne de la DDB2.

Cependant, nous pouvons émettre I'hypothése que les oestrogenes pourraient réguler le gene
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codant la DDB2, ce qui constitue une perspective intéressante de travail. Néanmoins, il n’est
pas exclu I'implication d’autres facteurs de transcription, tels que Spl, NF1 et E2F, qui sont
décrits comme impliqués dans la régulation du géne de la DDB2, en se fixant sur un élément
de réponse situé dans la région promotrice (Nichibid, 2003; Prosét al., 2007). De plus, il

est possible que la protéine p53 ainsi que BRCAL jouent un rdle dans la régulation de
I'expression de la DDB2, puisque les lignées cellulaires MCF-7 et T47D expriment ces deux
protéines (Hartman et Ford, 2002; Tan et Chu, 2002). Dans le cas de la p53, un élément de
réponse spécifique a été mis en évidence dans la région promotrice du gene de la DDB2, a la
fois chez la souris et 'homme. Par contre, les cellules ER négatives utilisées dans notre étude
n’expriment aucune de ces deux protéines. D’aprés une observation faite dans le laboratoire,
I'absence d’expression de la DDB2 dans les cellules ER négatives n’est pas liée a une

hyperméthylation de son gene.

5.2.2R0éle de la DDB2 dans la prolifération cellulaire

Afin d’étudier le réle exact de la DDB2 dans les cellules cancéreuses mammaires,
nous avons développé des modéles transgéniques, dans lesquels I'expression de cette protéine
est module positivement ou négativement. A partir d'une sélection rigoureuse des clénes
cellulaires ayant I'expression de la DDB2 la plus modulée comparativement aux cellules
témoins, nous avons étudié les conséquences sur la prolifération cellulaire. En effet,
I'expression élevée de la protéine dans les cellules sauvages T47D et MCF-7 est corrélée
avec la vitesse de prolifération, tandis que l'absence d’expression est corrélée avec les
capacités invasives des cellules MDA-MB231 et les SKBR3. De méme, les cellules
épithéliales mammaires HMEC, n’exprimant pas la DDB2 ont une vitesse de prolifération tres

lente en culture.

Les résultats montrent que la protéine DDB2 joue un rdle dans la prolifération et les
capacités de formation des colonies des cellules ER-positives. L'analyse par cytométrie de
flux révéle que la DDB2 agit sur la prolifération au niveau de la phase de transition G1/S du
cycle cellulaire. L'implication de la DDB2 dans le passage de ce point de contrdle du cycle
cellulaire est corrélée avec lI'observation dans la littérature que I'expression de cette protéine
est maximale a la phase de transition G1/S dans les cellules normales en division et ne
présentant pas de lésions dans leur ADN (&tagy., 2001).

Ces resultats sont également confortés par la corrélation étroite qui existe entre

I'expression de la DDB2 et celles des génes codant des protéines indispensables dans le
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passage des cellules dans la phase S du cycle cellulaire, telles que la cycline E, la DHFR et le
PCNA. Ces genes sont régulés par le facteur de transcription E2F1, qui est connu pour
stimuler les cellules a passer le point G1/S de restriction et a progresser dans la phase S du
cycle cellulaire (Stevens et La Thangue, 2004). Il a d’ailleurs été montré que la protéine
DDB2 peut interagir avec ce facteur de transcription, qui acquiert ainsi une activité
transcriptionnelle plus élevée (Hayes$ al., 1998). De plus, E2F1 est particulierement
surexprime, ainsi que ses genes cibles comme PCNA et la cycline E dans les cellules
tumorales mammaires, (Nielsehal, 1997; Zhanget al, 2000). L’hypothése selon laquelle

le role de la DDB2 sur la prolifération cellulaire serait dépendante de son interaction avec
E2F1 reste cependant a démontrer. Ainsi, un des mécanismes dans lequel la DDB2 joue un
réle dans la prolifération cellulaire correspondrait a son interaction avec E2F1 pour augmenter

I'activité transcriptionnelle de ce dernier.

Un autre mécanisme a l'origine du réle de la DDB2 dans la prolifération cellulaire
serait son réle de régulateur de la transcription de genes dont le produit respectif est impliqué
dans ce processus biologique. En effet, un travail tres récent dans le laboratoire a montré que
la DDB2 possede une activité régulatrice de la transcription de gene, tel que celui codant la
superoxyde dismutase (Min& al, 2009). Les conséquences de I'inhibition de I'expression
de la DDB2 par ARN interférence sur celle des génes codant la cycline E, le PCNA et la
DHFR pourraient dépendre d’'une régulation de la transcription de ces génes par la protéine
DDB2. Dans ce sens, une analyse transcriptomique trés récente, réalisée au laboratoire sur le
modéle de cellules MCF-7 ayant I'expression de la DDB2 inhibée, a confirmé que plusieurs
géenes, impliqués dans la prolifération et la régulation du cycle cellulaires, sont fortement
réprimés. Parmi ces genes, celui codant PCNA a été retrouvé dans la liste. Il semble donc
exister une relation étroite entre I'expression de la DDB2 et celle de PCNA, sachant que cette
derniere est connue pour son réle comme co-activateur des enzymes de la réplication de
I’ADN.

5.2.3Relation entre la DDB2 et la réplication de 'ADN

Nos résultats, montrant I'importance de la DDB2 dans le passage de la phase de
transition G1/S et dans la progression dans la phase S du cycle cellulaire, ainsi que la
corrélation entre son expression et celle de PCNA, nous ameéenent a émettre I’hypothese selon
laquelle cette sous-unité du complexe UV-DDB interviendrait dans la réplication de I’ADN.

Quelques observations décrites dans la littérature vont également dans ce sens. La réparation
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de I'ADN par le systeme NER nécessite un blocage de la réplication de 'ADN afin
d’empécher la transmission aux futures cellules filles, toutes mutations provoquées par les
lésions de 'ADN. la DDB2, lorsque les lésions de 'ADN sont détectées, est rapidement
ubiquitinylée par le complexe DDB1-Cul-4A-ROC1, avant d’étre dégradée par le protéasome
26S (Cheret al, 2006; Matsudat al, 2005; Rapic-Otriret al, 2002). Cette dégradation
rapide de la DDB2 nécessite son interaction avec la claspine, une protéine connue pour son
réle dans le contrdle de l'arrét de la réplication lorsque 'ADN est Iésé (Praetoriustiaba

2007). La réapparition de la protéine DDB2 n’est observée que lorsque la réparation des
lésions d’ADN est terminée, et est associée avec le redémarrage de la prolifération des
cellules normales. L'expression de la DDB2 est ensuite maximale a la phase de transition
G1/S dans les cellules normales (Nagal, 2001). De méme, plusieurs études récentes ont
montré une interaction physique entre certaines protéines impliquées dans la réplication de
'ADN et ce complexe DDB1-Cul-4A-ROC1, montrant I'importance de ce dernier dans la
régulation du cycle cellulaire. En effet, le complexe DDB1-Cul-4A-ROC1, indépendamment
de la DDB2, dégrade rapidement plusieurs protéines impliquées dans la réplication, telle que
CDT1 qui, en interagissant avec la protéine PCNA, initie la réplication de '’ADN (Kim et
Kipreos, 2007; Sengat al, 2006). Le complexe DDB1-Cul-4A-ROC1 dégrade également
des protéines impliquées dans I'arrét du cycle cellulaire, telles que les inhibiteurs de CDK
p21Wafl/Cipl et la p27 Kipl (Bondat al, 2006 ; Cangt al, 2007; Nishitanet al, 2006 ).
L’ensemble de ces observations décrites dans la littérature, associé aux résultats que nous
avons obtenus, nous conduisent & présenter la DDB2 comme une protéine qui jouerait un role
dans le mécanisme de réplication de I'’'ADN, dans les cellules ayant une capacité proliférative
élevée, comme les cellules tumorales mammaires ER positives. Ces derniéres, en
surexprimant la DDB2, aurait un avantage sur la vitesse de prolifération que I'on dhserve
vitro, comparativement aux cellules ER négatives qui sont plutét invasives. Cette hypothese

reste a démontrer précisément.

5.2.4La DDB2 : une nouvelle oncoprotéine dans le cancer du sein ?

A partir des résultats obtenus, la protéine DDB2 présente les caractéristiques d’une
oncoprotéine potentielle dans le cancer du sein. En effet, elle est surexprimée dans les cellules
tumorales mammaires ER positives et elle active leur prolifération, en agissant sur la phase de
transition G1/S et la phase S du cycle cellulaire. Cette nouvelle activité de la DDB2 contraste
avec celle couramment décrite dans la littérature. En effet, plusieurs observations ont montré
gue la DDB2 jouerait le role de suppresseur de tumeur dans les cellules normales. Des
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mutations dans le géne codant une DDB2 non fonctionnelle, est responsable de la maladie
autosomique récessive, ¥eroderma Pigmentosunbes patients atteints de cette maladie
développent des mélanomes lors d’une exposition aux UV solaires, a cause d’'un défaut dans
la réparation de I’ADN par excision de nucléotides (Itoh, 2006). Chez des souris homozygotes
invalidées du gene DDB2, des tumeurs se développent spontanément dans d’autres organes,
méme en l'absence d’irradiations aux UV (ltehal, 2004; Itohet al, 2007; Yoonet al,

2005). A l'inverse, une surexpression de la DDB2 protege des souris de I'action carcinogene
d’irradiations chroniques aux UV, en favorisant I'apoptose des cellules normales (Alekseev

al., 2005).

Certaines protéines sont connues pour jouer des effets contraires, comme la DDB2,
tantbt pro-prolifératives, tantbt anti-prolifératives voire pro-apoptotiques, selon les conditions.
C’est le cas du facteur de transcription E2F1, qui dans des conditions normales, stimule la
croissance cellulaire, en régulant I'expression de plusieurs génes dont les protéines
correspondantes sont impliquées dans la progression des cellules dans le cycle cellulaire
(Johnsoret al., 1994; Zhangt al, 2000). Dans d’autres cas, lorsque I’ADN cellulaire est
endommagé suite a un stress, E2F1 intervient dans l'arrét du cycle cellulaire et entraine la
cellule vers I'apoptose (DeGregai al, 1997). C'est ainsi qU'E2F1 est définie comme une

protéine a activité « ying yang », une définition qui semble attribuable a la DDB2.

5.2.5Intérét clinique de la DDB2

La mise en évidence de cette nouvelle activité biologique de la DDB2 contribue a une
meilleure compréhension des capacités prolifératives des cellules d’adénocarcinome
mammaire. Elle présente un intérét clinique important s’il s’avere, d’une part qu’il existe une
relation entre le récepteur aux oestrogenes et I'expression du gene codant la DDB2, d’autre
part si I'absence d’expression de la DDB2 représente une étape importante dans la
progression des cellules tumorales vers un état métastatique. Dans ce sens, une étude de
I'expression de la DDB2, dans un échantillon plus grand de tumeurs provenant de patientes
atteintes d’un cancer du sein, sera nécessaire pour arriver a définir précisément cette protéine
comme un marqueur pronostique en cancerologie mammaire. Enfin, il n’est pas exclu que la
DDB2 joue un réle dans l'efficacité des agents anticancéreux par rapport a son action positive

sur la prolifération cellulaire.
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5.3 Relation entre la DDB2, la SOD Mn et la croissance tumorale
mammaire

L’altération dans les mécanismes de régulation de I'expression constitutive de la SOD
Mn est certainement I'événement précoce dans l'implication de I'enzyme antioxydante, a la
fois dans les capacités prolifératives, mais également dans la mise en place des capacités
invasives des cellules tumorales mammaires. Parmi les protéines régulant I'expression
constitutive de la SOD Mn comme Spl et AR-R a été montré dans un travail antérieur
rédisé dans le laboratoire (Minigt al, 2009), que la protéine DDB2 possede une activité de
régulateur de la transcription du gene SOD2 dans les cellules tumorales mammaires MCF-7.
L'implication de la protéine DDB2 dans la transcription du g8@®?2 a été évaluée dans les
cellules tumorales mammaires MCF-7 (ER positives), qui surexpriment cette protéine. Les
résultats ont montré que la DDB2, lorsqu’elle est fixée sur sa séquence spécifique, localisée
dans la région proximale du promoteur, maintient une transcription constitutive faible du gene
SOD2 dans cette lignée de cellules tumorales mammaires. Ces résultats ont été confirmés
lorsque le gene de la DDB2 est introduit dans les cellules MDA-MB231 ne I'exprimant pas
naturellement, ce qui entraine une diminution de la transcription constitutive du géne codant
la SOD Mn, naturellement élevée dans ces cellules tumorales mammaires (ER négatives).
Dans notre travail, nous avons pu observer une corrélation inverse entre I'expression de la
SOD Mn et celle de la DDB2, et ce entre les lignées de cellules tumorales mammaires MCF-7
et MDA-MB231. Aucune activité de fixation de la DDB2 sur sa séquence cible d’ADN n’est

d’ailleurs observée dans les cellules tumorales MDA-MB231 sauvages (Minig22@9).

Selon (Minig et al,2009), il a été montré que l'augmentation de I'expression
constitutive de la SOD Mn, suite a linhibition de I'expression de la DDB2 par ARN
interférence, entraine une prolifération ralentie des cellules MCF-7. Celle-ci est ensuite
accélérée lorsque I'augmentation de I'expression de la SOD Mn observée dans ces conditions
est inhibée par la stratégie d’ARN antisens. Il semble donc que la DDB2 est impliquée dans la
prolifération des cellules tumorales MCF-7, en exercant son contrdle négatif sur I'expression
de la SOD Mn. De plus, nous avons montré que la protéine DDB2 active la prolifération des
cellules tumorales mammaires, en agissant positivement sur I'entrée de ces cellules dans la
phase de transition G1/S et dans la progression en phase S du cycle cellulaire. La difficulté a
entrer en phase S des cellules tumorales ayant une expression de DDB2 inhibée pourrait étre
liée a l'augmentation conséquente de la SOD Mn, car une étude récente révéle que la

surexpression de I'enzyme antioxydante aprés lintroduction de son géne, entraine une
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accumulation en phase G1 et une diminution des capacités a entrer en phase S de fibroblastes
normaux humains (Sarsoet al, 2005). Dans les cellules MDA-MB231, l'introduction du

gene de la DDB2 entraine non seulement une diminution de I'expression constitutive de la
SOD Mn, mais également une stimulation de la prolifération cellulaire. De plus, I'inhibition

de cette expression constitutive élevée de la SOD Mn entraine également une accélération de
la prolifération des cellules MDA-MB231. Nos résultats révelent ainsi une nouvelle facette de

la DDB2 qui se distingue de celle mise en évidence par d’autres équipes, comme suppresseur
de tumeur dans les cellules normales, et qui tendent a la définir comme une protéine « ying-

yang », d’'une fagon similaire au facteur de transcription E2F1 (Hallstrom 20@8).

Dans les cellules tumorales mammaires, I'expression de la DDB2 est ainsi
inversement corrélée non seulement avec celle de la SOD Mn, mais également avec
l'invasivité tumorale. Nous pouvons donc émettre I'hypothése que la DDB2 puisse étre
impliquée dans le contrdle négatif du processus d’invasion des cellules tumorales, au travers
de sa capacité a réguler négativement I'expression constitutive de la SOD Mn, mais aussi
d’autres génes cibles qui restera a identifier. Ces nouvelles données qu’apporte ce travail,
associées a celles précédemment obtenues dans le laboratoire, permettent de suggérer que la
protéine DDB2 représenterait I'événement le plus précoce dans I'implication de la SOD Mn
dans la croissance tumorale mammaire, et pourrait constituer un marqueur diagnostic des
tumeurs ER+. Il conviendra donc de connaitre dans l'avenir comment I'expression et

I'activité de cette protéine DDB2 sont réegulées dans les cellules tumorales mammaires.

Enfin, nous pouvons également émettre I'hypothése qu’il puisse exister une relation
entre I'expression de la DDB2 et la réponse des cellules tumorales mammaires aux agents
anticancéreux. En effet, elle intervient, d'une part dans la régulation de I'expression de la
SOD Mn, qui elle-méme est impliquée dans la modulation de la réponse a plusieurs agents
anticancéreux (Hiroset al, 1993; lzutaniet al, 2002 ; Martinet al., 2007 ; Murleyet al.,

2002 ; Suresket al., 2003 ), d’'autre part elle influence la prolifération des cellules tumorales

mammaires.

122




CHAPITRE 4

CONCLUSIONS
ET
PERSPECTIVES

123



6 CONCLUSIONS

Ce travail a montré pour la premiére fois que la SOD Mn joue un réle dans l'invasion
descellules tumorales mammaires, en exercant un contrdle sur la concentration intracellulaire
d’H.0.., ce qui suggére que la SOD Mn pourrait étre un facteur prédictif d'invasion tumorale
dansle cancer du sein. Nous avons montré la participation d€4Horoduite lors d’'une
expression constitutive élevée de la SOD Mn, dans les capacités invasives des cellules
tumorales mammaires métastatiques, en ayant pour cible la gélatinase MMP-9. Ces résultats
expliquent en partie pourquoi les cellules tumorales mammaires non métastatiques, dont
I'expression constitutive de la SOD Mn est faible, présentent au contraire une vitesse élevée
de leur prolifération sous la dépendance de I'accumulatiogf-d’O

Ce travail a également mis en évidence pour la premiére fois une nouvelle fonction
biologique de la protéine DDB2 dans les cellules d’adénocarcinome mammaire exprimant le
récepteur aux oestrogenes. Cette nouvelle fonction se caractérise par I'action de la DDB2 sur
la prolifération de ces cellules tumorales, particulierement en exercant un réle sur le passage
des cellules en phase G1/S du cycle cellulaire. Il semble également que cette action soit
dépendante de l'expression de génes dont le produit correspondant est connu pour son
implication dans cette phase du cycle cellulaire. Ces résultats sont a relier avec ceux
précédemment obtenus dans le laboratoire, qui montrent que la DDB2 posséde une activité de

régulateur de la transcription, en particulier du gene codant la SOD Mn.

Nos résultats completent ainsi ceux obtenus précédemment dans le laboratoire et nous
permettent donc de proposer un schéma de synthése, associant le mécanisme qui implique a la
fois la protéine DDB2 et la SOD Mn dans la croissance des cellules tumorales mammaires
ER- métastatiques et ER+ non métastatiqiégufe 29). Ce travail contribue ainsi a une
avancée intéressante en cancérologie mammaire et nous permet d’entrevoir dans I'avenir un
intérét clinigue important de la SOD Mn et de la DDB2 comme facteur pronostic de la

progression tumorale mammaire.
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7 PERSPECTIVES

Les perspectives qu'offre ce travail de these sont nombreuses a la fois sur le plan
fondamental et médical. La caractérisation nouvelle de l'activité de la DDB2 comme un
activateur du passage de la phase de transition G1/S des cellules tumorales mammaires
représente I'une des grandes originalités de nos résultats, qui associés a ceux précédemment

obtenus, constituent actuellement I'orientation scientifique principale du laboratoire d’accueil.

Il conviendra en effet de rechercher comment le gene de la DDB2 est surexprimé dans
les cellules tumorales mammaires ER+ et est réprimé dans les ER-. Nous nous focaliserons en
particulier sur I'implication potentielle du récepteur aux oestrogénes. D’apres une analyse
récente de la séquence du promoteur du gene de la DDB2, la éoamece récepteur

nudéaire possede plusieurs éléments de réponse spécifique.

Il sera également important d’évaluer I'importance de la relation existante entre la
DDB2 et la SOD Mn, a la fois dans les capacités invasives des cellules tumorales mammaires
métastatiques, mais €également dans la réponse aux agents anticancéreux. L'importance de ces
deux protéines pourra étre par la suite estimée en recherche clinique, mais également étendue

a d’autres types de cancers.

Les résultats precédemment obtenus au laboratoire, caractérisant la protéine DDB2
comme un régulateur de la transcription de genes, laisse en effet entrevoir I'existence d’autres
genes cible. L'implication de la DDB2 dans le passage des cellules tumorales dans la phase
G1/S du cycle cellulaire laisse a penser que certains géenes clés de cette transition soient
régulés par cette protéine, en particulier les genes de la cycline E, de la DHFR et du PCNA.
Dans ce sens, une analyse transcriptomique comparative entre les cellules tumorales sauvages
et celles ayant I'expression de la DDB2 inhibée est en cours au laboratoire. Une meilleure
connaissance du transcriptome modulé par la DDB2 permettra, d’'une part de mieux
comprendre comment cette protéine est impliquée dans la croissance des cellules tumorales
mammaires, et en conséquence mieux comprendre le mode de fonctionnement de ces cellules
dans le développement de tumeur mammaire, d’autre part de révéler I'existence de nouveaux

marqueurs moléculaires utiles en recherche clinigue dans le cancer du sein.
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Manganese superoxide dismutase plays a role in breast tumor
cell growth, which depends on its constitutive expression. How-
ever, the mechanisms responsible for the regulation of constitu-
tive SOD2 gene expression at different malignant phenotype in
breast cancers remain to be determined. The present study
reports the identification and characterization of a DNA
sequence located in the proximal promoter of the SOD2 gene,
which forms a complex with a nuclear protein from breast tumor
MCE-7 cells. Purification of this complex showed that it con-
tained DDB2 (damaged DNA binding 2), a well known protein
involved in nucleotide excision DNA repair and cell cycle regu-
lation. Functional analysis of the proximal promoter of the
SOD2 gene or modulation of DDB2 expression allowed us to
demonstrate that DDB2 regulates negatively the constitutive
expression of the SOD2 gene in breast cancer cells. We demon-
strate that the binding of DDB2 was associated with the loss of
acetylated H3 histones and the decrease in the binding of Sp1
but not AP-2a« transcription factors to the SOD2 proximal pro-
moter. In addition, we show that DDB2 exerts, at least in part, a
control of breast cancer cell growth through its negative regula-
tion of constitutive expression of the SOD2 gene. For the first
time, these data give supporting evidence that DDB2 is a new
transcriptional regulator, and they provide insight into the
molecular function of breast cancer cell growth, which will have
an important clinical interest.

Manganese superoxide dismutase (MnSOD)? is a mitochon-
drial enzyme involved in the dismutation of the superoxide rad-
ical (O,) into hydrogen peroxide (H,O,) and molecular oxygen
(O,). H,0, then is converted to water by either catalase, gluta-
thione peroxidase, or peroxiredoxins (1). Also, MnSOD works
in concert with these H,O,-detoxifying enzymes to protect
cells from the damage associated with exposure to reactive oxy-
gen species (ROS) and from inflammatory cytokines and ioniz-
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ing radiation (2, 3). MnSOD is encoded by the nuclear SOD2
gene located on chromosome 6q25. The SOD2 gene is rapidly
up-regulated in response to numerous stimuli, such as cyto-
kines, depending on multiple enhancer elements located into
the proximal promoter and the second intron, this latter being
recognized by NF-«B, CCAT/enhancer-binding protein, and
NF-1 transcription factors (4). In addition, the proximal pro-
moter of the SOD2 gene is characterized by a lack of TATA or
CAAT boxes and exhibits the presence of a GC-rich region
containing binding sites for Sp1 and AP-2 transcription factors
(5). This proximal promoter could be responsible for the basal
transcription of the SOD2 gene in several cell lines.

It has been reported that MnSOD plays a role in cancer,
depending on its constitutive expression. In vitro studies have
shown that a low MnSOD expression is correlated with a high
rate of tumor cell growth, whereas high MnSOD content is
associated with the invasive and metastatic properties of tumor
cells (6). Alteration in the MnSOD expression is also associated
with that of H,O,-detoxifying enzymes, in tumor cells as com-
pared with the normal counterparts (7, 8), leading to an imbal-
ance in the redox state by an increase in the level of ROS (9, 10).
Indeed, transcription of the SOD2 gene may be either up-regu-
lated or repressed in tumor cells, depending on malignant phe-
notype. It has been described that the down-regulated expres-
sion of the SOD2 gene in cancer cells may be due, in part, to
defects in transcriptional regulation of the gene (11), because of
either mutations in the proximal promoter (12), or abnormal
methylation (13). However, mechanisms underlying up-regula-
tion of SOD2 gene in other cancer cells remain largely
unknown.

Breast cancer cells display altered transcription of SOD2
gene. Recently, our previous study and a clinical investigation
reported that metastatic breast tumor cell lines contain ele-
vated levels of MnSOD and decreased levels of H,O,-detoxify-
ing enzymes, as compared with nonmetastatic breast tumor cell
lines, and that this correlates with an increased invasiveness
(14, 15). However, the mechanisms responsible for the regula-
tion of SOD2 gene expression, depending on the malignant
phenotype in breast cancer, remain to be determined. Only
decreased MnSOD expression in the breast cancer MDA-MB
435 cell line is attributed to epigenetic mechanisms rather than
mutations in the proximal promoter of the SOD2 gene (16).

We hypothesized that decreased MnSOD transcription in
breast cancer cells could be due, at least in part, to the involve-
ment of an unknown transcription factor. We report in this
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study the identification and characterization of a new regula-
tory sequence in the proximal promoter of the SOD2 gene,
which is bound by a protein identified as DDB2 (damaged DNA
binding 2). This 48-kDa protein was originally a component of
the damage-specific DNA-binding heterodimeric complex
DDB, which is involved in nucleotide excision repair of UV-
induced DNA damage (17). Recently, we reported that DDB2 is
overexpressed in some breast cancer cell lines and plays a role in
cell proliferation by controlling the G, /S transition of cell cycle
(18). Our present results demonstrate that DDB2 regulates neg-
atively the constitutive transcription of the SOD2 gene when it
is bound on the proximal promoter and may exert control over
proliferation of breast tumor cells through this regulation.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Cell Culture—Different human breast cancer cell lines were
cultured in RPMI 1640 medium supplemented with 2 mm
L-glutamine, 10% (v/v) fetal calf serum, and 5 pug/ml Gentami-
cin (Invitrogen) at 37 °C in a water-saturated atmosphere with
5% CO,, 95% air. Cells were seeded at 1 X 10* cells/ml and
treated for 48 or 72 h with 10 or 20 uM 5-azacytidine.

Preparation of Total, Nuclear, and Cytoplasmic Extracts—
Human breast cancer cell lines were harvested and lysed in a 10
mM Tris/HCl buffer, pH 7.4, containing 5 mMm EDTA, 1% Triton
X-100, and protease inhibitor mixture at 4 °C for 20 min. After
centrifugation at 17,000 X g for 20 min at 4 °C, the supernatant
was collected as total protein extract. Nuclear and cytoplasmic
extracts were prepared as described by Olnes and Kurl (19)
without modifications. Protein concentrations were deter-
mined in the total, nuclear, and cytoplasmic extracts according
to Lowry et al. (20), using bovine serum albumin as a standard
(Bio-Rad).

Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA) and Supershift
Assay—Oligonucleotides with complementary sequences at
their 3’ termini, corresponding to five regions of proximal
SOD2 promoter and named O,-O; were annealed, and the
protruding single-stranded regions were filled in with
[a->*P]dCTP using the Klenow fragment of DNA polymerase
(Euromedex). The sequence of each oligonucleotide is shown in
Fig. 1A. The binding reaction mixture (10 ul) for EMSA, con-
taining 1 ng of DNA probe, 1 ug of poly(dI-dC), and nuclear (2
or 5 ug) or cytoplasmic (15 ug) proteins in 10 mm HEPES, pH
7.9,16 mm KCl, 0.4 mMm EDTA, 0.4 muMm dithiothreitol, and 2 mm
MgCl,, was incubated for 30 min at 0 °C. The DNA-protein
complexes were resolved in native 5% polyacrylamide gels in
0.5X Tris borate/EDTA at 100 V for 45 min. The dried gels
were exposed to Trimax XM film overnight at —80 °C. In order
to test the specificity of the binding, competition studies were
performed in the presence of a 10—100-fold molar excess of
unlabeled specific double-stranded oligonucleotide O, or non-
specific double-stranded probe containing the transcription
factor NF-kB consensus site (5'-AGTTGAGGGGACTTTC-
CCAGGC-3') prior to the addition of 1 ng of the radiolabeled
probe. Characterization of the protein-binding DNA element
sequence was done by mobility shift assay using different
mutated sequences of the oligonucleotide O, (referenced in Fig.
2). To identify the proteins present in the complex, supershift
assays were carried out with 2 pg of antibodies raised against
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either DDB1 (catalogue number sc25367; Santa Cruz Biotech-
nology, Inc. (Santa Cruz, CA)), DDB2 (catalogue number
$¢25368; Santa Cruz Biotechnology), or Sp1 proteins (catalogue
number sc59X; Santa Cruz Biotechnology), respectively. The
antibodies were incubated for 15 min at 0 °C with nuclear pro-
teins prior to the addition of the specific labeled probe.
Purification—Proteins binding to O, oligonucleotide were
purified from MCF-7 nuclear extract by DNA affinity chroma-
tography. Briefly, 10 ug of biotinylated double-stranded O, oli-
gonucleotide (Eurogentec) were incubated with 400 wul of
streptavidin-agarose beads (Sigma) in buffer A (10 mm HEPES
buffer, pH 7.9, containing 40 mm KCl, 5 pg/ml aprotinin and
leupeptin, 0.5 mm phenylmethylsulfonyl fluoride, and 2 ug/ml
poly(dI-dC)), at room temperature for 30 min. Beads were
washed with buffer A and then incubated with 10 mg of nuclear
extract at 4 °C for 2 h. Beads were washed once with 5 volumes
of buffer A and twice with 5 volumes of buffer B (10 mm HEPES
buffer, pH 7.9, containing 100 mm KCI, 5 pug/ml aprotinin and
leupeptin, 0.5 mm phenylmethylsulfonyl fluoride, and 2 ug/ml
poly(dI-dC)), at4 °C for 5 min. The DNA-binding proteins were
then eluted with 3 bed volumes of buffer C (10 mm HEPES
buffer, pH 7.9, containing 0.75 m KCl, 5 ug/ml aprotinin and
leupeptin, 0.5 mm phenylmethylsulfonyl fluoride, and 2 pg/ml
poly(dI-dC)) at 4 °C for 30 min and were concentrated 10-fold
by using a Microcon centrifugal filter with a cut-off for 10-kDa
proteins (Millipore). The first concentrated fraction (6.2 pg)
was submitted one more time to the DNA affinity step in buffer
B. After the second elution with buffer C, the active fraction
(about 0.1 ug) was then concentrated and analyzed by EMSA, as
described above, and by electrophoresis on a 10% SDS-polyac-
rylamide gel according to Laemmli (21), followed by protein
silver staining (22). After preparative SDS-PAGE and Coomas-
sie Blue (G250) staining, the band corresponding to the purified
protein was excised from the gel and digested with trypsin. The
peptide mixture was analyzed by matrix-assisted laser desorp-
tion ionization time-of-flight mass spectrometry.
Southwestern Blot Analysis and UV Cross-linking—Oligonu-
cleotide corresponding to O, was labeled as described above
with [-**P]dCTP using Klenow fragment of DNA polymerase
I (Euromedex). For Southwestern blot analysis, proteins from
the nuclear extract (30 ng) or purified proteins from the first
and second cycle of the purification procedure were run on
SDS-polyacrylamide gels (10%) according to Laemmli (21) and
transferred onto a nitrocellulose membrane. The membrane
was soaked in a 50 mm Tris/HCI, pH 7.5, buffer containing 50
muMm NaCl, 1 mm EDTA, and 1 mm dithiothreitol and 5% (w/v)
skimmed milk powder for 1 h at room temperature. After two
washings with TNE-50 buffer (10 mm Tris/HCI, pH 8.3, 100 mm
NaCl, 2 mm EDTA), the membrane was placed in a denaturing
solution (7 M guanidine HCI, 50 mm Tris/HCI, pH 8.3, 2 mm
EDTA, 50 mwm dithiothreitol, 0.25% (w/v) skimmed milk pow-
der) for 1 h at room temperature. The membrane was subse-
quently washed with two changes of TNE-50 buffer and placed
inarenaturing solution (50 mm Tris/HCI, pH 7.5, 100 mm NaCl,
2 mm EDTA, 2 mm dithiothreitol, 0.1% (v/v) Nonidet P-40,
0.25% (w/v) skimmed milk powder) for 16 h at 4 °C. The mem-
brane was washed as before with TNE-50 buffer and incubated
in a solution containing 5 ml of TNE-50 buffer, 3 ug/ml poly(dI-
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TABLE 1
Primers for RT-PCR and ChIP analysis
Gene or promoter Forward primer Reverse primer Size
bp
Genes
SOD2 5’- CGACCTGCCCTACGACTAC- 3’ 5'- TGACCACCACCATTGAACTTC 3’ 198
DDB1 5’- ACCTCAAGGAAGTGAACTACATGT G- 3’ 5'- CTCATGAGGAGCAGT GCTGCTGGAGA- 3’ 300
DDB2 5'- ACCAGTTTTACGCCTCCTCAATGG 3’ 5’- TTTCCCTCTAACCT GGCGCAGGTC- 3’ 300
B-Actin 5'- GGCTCCGCCATGI GCAAGG 3’ 5'- AGATTTTCTCCATGTCGTCC- 3’ 220
MDRI1 5’- AAGCTTAGTACCAAAGAGCCTCTG 3’ 5'- GGCTAGAAACAATAGT GAAAACAA- 3’ 240
SOD2 promoter for ChIP
DDB?2 region 5’- ACTCAAGTACGGCAGACAGGCAG 3’ 5’- TTAAGAAAGCGCGGGGAGCAG 3/ 232
Pol Il region 5’- CTGCTCCCCGCGCTTTCTTAA- 3’ 5'- GCTGCTAGT GCTGGTGCTACCGCTGA- 3/ 199

dC), and about 60,000 cpm of **P-labeled oligonucleotide O,
for 2 hat4 °C. After four washings of 15 min each with TNE-50,
the membrane was exposed to a film in an autoradiography
cassette at —70 °C for 2 h. For UV cross-linking, the binding
reaction was performed as the EMSA method, and DNA-bind-
ing proteins were cross-linked to the **P-labeled oligonucleo-
tide O, by exposure to 254 nm of UV light for 30 min on ice. The
reaction mixture was supplemented with 10 mm CaCl,, and the
DNA probe was then digested by 5 units of DNase I and 0.4
units of micrococcal nuclease for 30 min at 37 °C. After the
addition of 7.5 ul of nonreducing Laemmli sample buffer and
boiling for 5 min, proteins cross-linked with the probe were
analyzed by electrophoresis on a 9% SDS-polyacrylamide gel
and autoradiography.

Chromatin Immunoprecipitation (ChIP) Assay—Subconflu-
ent breast cancer cells were cross-linked directly using 1%
formaldehyde for 10 min. Chromatin isolation and enzymatic
shearing were carried out using the ChIP-IT Express kit (Active
Motif) according to the instruction manual. Prepared chroma-
tin was then mixed with 2 ug of polyclonal antibodies specific to
Spl, AP-2a, and DDB2 (sc59X, sc8975X, and sc25368, respec-
tively; Santa Cruz Biotechnology), H3 histone methylated at
lysine 4 (dimeH3K4), H3 histone acetylated at lysine 27
(AcH3K27), RNA polymerase II phosphorylated at serine resi-
due 5 (RNA Pol II), and control immunoglobulin G (Active
Motif). PCR was performed using primer pairs designed using
Beacon Designer (Bio-Rad) and encompassing either the
DDB2-binding site (DDB2 region) or transcription start site
(Pol 1II region) into the SOD2 promoter, which are listed in
Table 1. PCR was carried out in a final volume of 50 ul, contain-
ing 5 pul of PCR buffer, 15 ul of immunoprecipitated or 5 ul of
not immunoprecipitated (input) chromatin, 0.5 uM specific for-
ward and reverse primers, 0.25 mm each ANTP, 2.5 units of Taq
polymerase, and water to a 50-pul final volume. The reaction
mixture was incubated at 94 °C for 3 min for an initial denatur-
ation, and 40 cycles were performed with the following PCR
program: denaturing at 94 °C for 45 s, annealing at 59 °C for
45 s, elongation at 72 °C for 45 s. Ten microliters of each PCR
were subjected to electrophoresis on a 2% Tris borate-EDTA-
agarose gel, and DNA bands were detected by ethidium bro-
mide staining and by the Gel Doc 2000 system (Bio-Rad). PCR
positive control used glyceraldehyde-3-phosphate dehydro-
genase primers from a ChIP control kit (Active Motif) and gen-
erated a 166-bp product.
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Expression Vector, RNA Interference, RNA Antisense, and
Stable Transfection—The DDB2 pcDNA3(+) expression vec-
tor, the pSIREN/U6/DDB2-siRNA vector, and the pcDNA vec-
tor containing antisense cDNA of human MnSOD were con-
structed and used for stable transfection of breast cancer and
COS-7 cells, as described elsewhere (14, 18).

RT-PCR Analysis—Total RNA was isolated by TRIzol rea-
gent (Invitrogen) according to the manufacturer’s instructions
and used for RT-PCR analysis. Two micrograms of total RNA
were reverse-transcribed for 50 min at 42 °C in 20 ul of PCR
buffer with 2.5 mm dNTPs, 5 uM random hexamer primers, 1.5
mMm MgCl,, and 200 units of SuperScript II reverse tran-
scriptase. Primer sequences (Invitrogen) and the expected
product sizes of SOD2, DDBI1, DDB2, MDRI, and B-actin are
detailed in Table 1. PCR analysis was carried out, as described
previously (14, 18). Ethidium bromide-stained bands resulting
from the amplification were visualized by UV transillumina-
tion, and the fluorescence intensity was quantified using a Gel
Doc 2000 system (Bio-Rad).

Western Blot Analysis—A total protein (20 or 50 ng) was run
on SDS-polyacrylamide gels (12%) according to Laemmli (21)
and transferred onto a polyvinylidene difluoride membrane, as
described previously (14), followed by immunoblot analysis
using either polyclonal anti-DDB1 and anti-DDB2 (Santa Cruz
Biotechnology), anti-MnSOD (Calbiochem), or anti-AP-2«
(catalogue number A0844; Sigma) antibodies at the optimized
dilution. Bands were detected using an IgG polyclonal antibody
conjugated to peroxidase (Sigma), after exposition to a chemi-
luminescent substrate. The equal loading of the protein was
confirmed by Coomassie Blue staining of the blot.

Construction of Luciferase Reporter Plasmids— All restriction
enzymes were purchased by Promega, except Pasl, which was
from Euromedex. The 5'-flanking region (from —3340 to +260
nucleotide residues) of the human SOD2 gene ligated with the
promoterless pGL3-basic vector (—3340pGL3) containing the
firefly luciferase gene (Promega) was kindly provided by Dr.
Moon B. Yim (23). To generate a pGL3 basic plasmid contain-
ing only the proximal promoter with the Sp1, AP-2, and O,
DNA-binding sequences in the 5’'-flanking region of the SOD2
gene (Fig. 1A4), the —3340pGL3 plasmid was digested with the
restriction enzymes Kpnl/Stul. The cohesive ends of the linear-
ized plasmid were then filled in using Klenow fragment of DNA
polymerase I, followed by ligation. The resulting plasmid con-
taining a fragment from —425 to +260 residues was named
A2995pGL3. As a negative control, a deletion of a large
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sequence (about 200 bp), including the O, sequence, in the
proximal region was produced by digestion of the —3340pGL3
with the restriction enzymes BssHII/Pvull. The cohesive ends
of the linearized plasmid, named A200pGL3, were then filled in
using Klenow fragment of DNA polymerase I, followed by liga-
tion. As a supplemental negative control, the fragment from
—3340 to —426 nucleotide residues, resulting from the previ-
ous Kpnl/Stul digestion of the 5’-flanking region of the SOD2
gene, was purified and ligated in the SV40 promoter pGL3 vec-
tor (SV40pGL3) linearized with Kpnl and Smal. The resulting
plasmid was named A425SV40.

Site-directed Mutagenesis—The A2995pGL3 correspond-
ing to the proximal promoter of the 5'-flanking region of the
SOD2 gene was deleted of the O, sequence by digestion with
the restriction enzymes Nhel/Pasl (Fig. 14). The O,
sequence was replaced by the corresponding sequence
Mut30, (Fig. 24) and encompassed by Nhel and PasI sites to
generate A2995MutO,pGL3.

Transient Transfection and Luciferase Assays—MCEF-7 cells
were transiently transfected with different luciferase reporter
plasmids, using TransPEI reagent (Eurogentec) according to
the manufacturer’s instructions, and harvested 24 h after trans-
fection. As a control for transfection efficiency, the pSV40/
SEAP plasmid (0.2 ug) expressing the secreted alkaline phos-
phatase (BD Biosciences Clontech) was used for transfection.
The luciferase assays were performed using the luciferase
reporter gene assay system (Roche Applied Science), and SEAP
activity was detected using luminescent SEAP detection assay
(BD Biosciences Clontech). Relative luciferase activities were
calculated by dividing activity found for SEAP and expressed as
mean * S.D. from at least three independent experiments, each
being performed in triplicate.

Cell Growth and Colony Formation—Cells (1 X 10%) were
plated in 24-well dishes. Cell growth rate was determined by
counting the number of cells with a hemocytometer as a func-
tion of time. The data from cell growth were expressed as
means = S.D. from at least three independent experiments,
each being performed in triplicate. To allow colony formation,
cells (5 X 10%) were plated in 100-mm culture dishes and incu-
bated for 10 days. Colonies were then stained with 0.1% crystal
violet and scored when they contained more than 50 cells.
Results were expressed as colony formation (%) = (colonies
formed/cells seeded) X 100%.

Statistical Analysis—Evaluation of statistical significance
was assessed using analyses of variance and the Fisher protected
least significant difference test. Statistical significance was indi-
cated as p < 0.05.

RESULTS

Identification of a New DNA Sequence in the Proximal Pro-
moter of the SOD2 Gene Bound by an Unknown Protein
Complex—Proteomic analysis was done to trap new potential
transcription factors. For that, EMSAs were performed with
several oligonucleotides corresponding to the region —420 to
—190 bp of the proximal promoter of the SOD2 gene, which is
located between most Sp1 and AP-2 transcription factor bind-
ing sites (Fig. 14). Fig. 1B shows only the results for a set of five
oligonucleotides named O,, O,, O;, O,, and O. Among these,
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only the O, oligonucleotide formed a shifted DNA-protein
complex with MCF-7 nuclear extracts (Fig. 1C). The specificity
of this DNA-binding protein was verified using an excess of
unlabeled O, or NF-«B probes for competition. DNA binding
of this protein complex was completely suppressed by the addi-
tion of different amounts of the unlabeled O, probe (Fig. 1C),
whereas it was unchanged by the addition of the unrelated
NE-kB consensus probe (Fig. 1D). In addition, this protein
complex was observed only in nuclear and not in cytoplasmic
extracts (Fig. 1D). To better characterize the DNA sequence
involved in the formation of the complex, we generated a col-
lection of mutant O, oligonucleotides (Fig. 2A4). First, all oligo-
nucleotides were tested for binding activity with the unknown
complex. Second, these mutant oligonucleotides were used as
competitors for the labeled O, probe. Mutant oligonucleotides,
Mut 2, 3, 6, and 8, were unable to bind to the DNA-binding
protein complex (Fig. 2B) or to compete with the labeled O,
probe (Fig. 2C). The corresponding mutations were located in
the AGCCT repeat separated by two hinge nucleotides GC. The
mutation of both these hinge nucleotides decreased the forma-
tion of the complex on the O, probe. Taken together, these
results suggest AGCCTGCAGCCT as a new specific DNA
sequence that interacts with a protein complex that it is neces-
sary to identify.

Purification of Proteins Interacting with the New DNA
Sequence in the Proximal Promoter of the SOD2 Gene—We
purified the DNA-binding protein complex in nuclear extracts
from MCE-7 cells by affinity chromatography using the biotin-
ylated O, oligonucleotide as a ligand bound to the streptavidin-
agarose beads for an effective purification. This procedure was
carried out twice to accomplish a high purification. As shown in
Fig. 34, the fraction from the second step of the purification
procedure, eluted with 0.75 M KCl, was analyzed by SDS-PAGE.
Only one major band at 43 kDa was observed after protein silver
staining. In addition, this fraction was able to shift the O, oli-
gonucleotide (Fig. 3B). The presence of the 43-kDa purified
protein was confirmed also by Southwestern blot analysis and
by UV cross-linking, showing only one O, oligonucleotide-
cross-linked protein at 43 kDa (Fig. 3, Cand D). The band at 43
kDa was then excised from the gel, digested with trypsin, and
analyzed by mass spectrometry. Two tryptic fragments allowed
us to identify the protein as DDB2. Identification of DDB2 was
confirmed by Western blot, supershift, and transfection exper-
iments. DDB2 was detected by Western blot in the purified
fraction from the second step of the purification procedure,
using a specific anti-DDB2 polyclonal antibody (Fig. 4A). The
supershift experiment was done with nuclear extract from
MCE-7 cells and the O, oligonucleotide. No evident supershift
was observed, only a marked decrease in the DNA binding
activity of DDB2 with the respective polyclonal antibody. This
result was specific, because no changes were observed with
anti-DDBL1 or anti-Sp1 polyclonal antibodies (Fig. 4B). To ver-
ify the DNA binding activity of DDB2 on the O, oligonucleo-
tide, nuclear extracts from MCF-7 cells transfected with siRNA
targeting DDB2 showed a significant decrease in the DNA
binding activity of DDB2 on its specific DNA sequence, com-
pared with parental cells (WT) as well as stably transfected cells
with scrambled siRNA duplex sequence (control siRNA) as
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FIGURE 1. Identification of a new DNA-binding protein activity in the proximal promoter of the SOD2
gene in nuclear extract from MCF-7 cells. A, DNA sequence of the human proximal promoter of the SOD2
gene and the localization of Sp1, AP-2-binding sites, and oligonucleotides used for protein trapping. The
sequence numbers are relative to the transcription initiation site (+1). Restriction enzyme recognition sites
used in this study are marked. The underlined regions are DNA sequences corresponding to the oligonucleo-
tides (0,-0s) used as probes for protein trapping. The Sp1 and AP-2-binding sites are boxed. B, the **P-labeled
oligonucleotides from O, to O5 were challenged in EMSA experiments with the nuclear proteins (5 ng) from
MCF-7 cells, as described under “Experimental Procedures.” C, EMSA experiments were done with 5 pg of
nuclear proteins from MCF-7 cells. Competition was carried out with specific and unlabeled oligonucleotide O,
ata 10-100-fold molar excess to demonstrate the specificity of the DNA-binding protein activity on oligonu-
cleotide O,. The reaction mixture was analyzed in native polyacrylamide gels. D, EMSA experiments were done
with nuclear (5 ug) or cytoplasmic (15 pg) proteins from MCF-7 cells. Competitions were carried out with
nuclear proteins and a 50-fold molar excess of the unlabeled specific oligonucleotide O, (s.c.) or with the
nonspecific oligonucleotide corresponding to the NF-kB consensus site (ns.c.). In all EMSA experiments, spe-
cific DNA-binding protein, nonspecific complex (NS), and free probe are indicated by the arrows.

controls (Fig. 4, C and D). To determine if the DDB2 protein
was able to bind to the proximal promoter of the SOD2 gene in
vivo, we performed a ChIP assay in control MCEF-7 cells (WT
and control siRNA) and DDB2 siRNA-transfected MCF-7 cells
using the anti-DDB2 polyclonal antibodies. As expected, a
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232-bp DNA fragment containing
the DDB2 binding site of the proxi-
mal SOD2 promoter was immuno-
precipitated in the presence of the
specific anti-DDB2 and amplified by
PCR in control cells but not in
DDB2-deficient cells (Fig. 4E). In
addition, the DNA binding activity
of DDB2 was last confirmed when
COS-7 and MCEF-7 cells were stably
transfected with the DDB2 gene or
with an empty vector as a negative
control (Fig. 5, A and C). Nuclear
extracts from transfected COS-7
cells showed a strong DNA binding
activity on the O, oligonucleotide in
EMSA compared with negative con-
trols (Fig. 5B). The same results
were obtained with nuclear extracts
from three MCE-7 cell clones trans-
fected with the DDB2 expression
vector (Fig. 5, D and E).

Role of DDB?2 in the Regulation of
Constitutive SOD2 Gene Expression
in Breast Cancer Cells— After estab-
lishing that DDB2 binds to the prox-
imal SOD2 promoter, we wanted to
study the effect of this binding on
the transcription of the SOD2 gene
in breast cancer cells. We used the
luciferase reporter gene system
under the control of different pro-
moter constructs of the SOD2 gene
(Fig. 6A). MCEF-7 cells transfected
transiently with the —3340pGL3
plasmid gave a luciferase activity
corresponding to the 5'-flanking
region-dependent  transcriptional
activity of the SOD2 gene. The
results from cells transfected with
the construct A2995pGL3 indicated
that the major transcriptional activ-
ity corresponding to the 5'-flanking
region of the SOD2 gene was
dependent on the proximal pro-
moter. This was confirmed with the
construct A425SV40, which corre-
sponded to the 5'-flanking region of
the SOD2 gene without the proxi-
mal promoter. Deletion of the
200-bp region in the proximal pro-
moter (construct A200pGL3), con-
taining the O, sequence, reduced

strongly the transcriptional activity of the 5'-flanking region of
the SOD2 gene (Fig. 6B). In addition, transcriptional activity of
the proximal promoter was strongly increased in the DDB2
siRNA-transfected MCEF-7 cells, suggesting a negative role of
DDB?2 on the constitutive SOD2 gene expression. To further
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A Wi 5 GAGGCTAGCCTGCAGCCTCCTTTCTCC -3
Mut1 5% GCTGCTAGCCTGCAGCCTCCTTTCGAC -3
Mut2 5 GAGGCTCGCATGCAGCCTCCTTTCTCC -3
Mut3 5 GAGGCTAGCCTGCCGCATCCTTTCTCC-3'
Mutd 5 GCTGCTAGCCTGCAGCCTCCTTTCTCC -3
MutS 5 GAGGCTAGCCTGCAGCCTCCTTTCGAC-3
Muté  5'- GAGGCTATACTGCAGCCTCCTTTCTCC -3'
Mut? 5 GAGGCTAGCCTIAAGCCTCCTTTCTCC -3'
Muts 5 GAGGCTAGCCTGCATACTCCTTTCTCC -3
Mutd 5 GAGGCTAGCCTGCAGCCTAATTTCTCC-3'
Mut10 5" GAGGCTAGCCTGCAGCCTCCGGTCTCC-3!
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FIGURE 2. Determination of the sequence of the new cis-element bound
by a specific protein complex. A, the complete DNA sequence of the mutant
0, oligonucleotides (from Mut 1 to Mut 10) are presented with two nucleo-
tide changes (underlined), compared with the WT O, oligonucleotide. B, the
WT and each mutant O, oligonucleotides were *?P-labeled and used for
EMSA experiments with 5 g of nuclear proteins from MCF-7 cells. C, a 50-fold
molar excess of the oligonucleotides from Mut 1 to Mut 10 were used as
competitorin the EMSA experiments with the *?P-labeled O, WT oligonucleo-
tide and 5 ug of nuclear proteins from MCF-7 cells. Specific DNA-binding
protein, nonspecific complex (NS), and free probe are indicated by the arrows.

confirm the role of DDB2 on the negative regulation of consti-
tutive SOD2 gene expression, site-directed mutagenesis analy-
sis for the DDB2-binding site (O, sequence) was performed
into the proximal promoter of the SOD2 gene. The resulting
construct (A2995MutO,pGL3), containing two mutated resi-
dues (sequence Mut30,) and unable to bind DDB2, was used
for transfection of WT-, control siRNA-, and DDB2 siRNA-
transfected MCE-7 cells. The results showed that mutations in
the DDB2-binding site significantly increased transcription
activity of the proximal SOD2 promoter in the WT and control
siRNA-transfected MCE-7 cells (Fig. 6C). Finally, these results
were confirmed by RT-PCR and Western blot analyses showing
an increased MnSOD mRNA level in DDB2 siRNA-transfected
MCE-7 cells compared with control cells (Fig. 6, D and E).
Taken together, these results demonstrate that the binding of
DDB2 to a specific and well characterized DNA sequence,
which is located in the proximal SOD2 promoter, affects the
constitutive level of MnSOD by a negative regulation of its gene
in MCE-7 cells. In addition, the negative effect of DDB2 on the
constitutive level of MnSOD was not associated with a hyper-
methylation of the SOD2 promoter, because the treatment of
MCE-7 cells with an inhibitor of DNA methyltransferases did
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FIGURE 3. Purification of the protein interacting with the new cis-element
located in the proximal promoter of the SOD2 gene. A and B, DNA-binding
protein in nuclear extracts from MCF-7 cells was purified by DNA affinity chro-
matography, using the biotinylated double-stranded O, oligonucleotide,
bound to streptavidin-agarose. The fractions eluted with 0.75 m KCl during
thefirst and the second step of purification were analyzed by electrophoresis
on 10% SDS-polyacrylamide gel with protein silver staining and by EMSA
experiments with the *?P-labeled O, oligonucleotide. Competition was car-
ried out with a 50-fold molar excess of the unlabeled specific oligonucleotide
0, (s.c.) in EMSA to verify the specificity of the shift. The EMSA reaction mix-
ture was analyzed in native polyacrylamide gels. C, the affinity-purified DNA-
binding protein eluted from the first and the second step of purification was
analyzed by Southwestern blot with the *?P-labeled O, oligonucleotide, and
the result was compared with the crude nuclear extract (30 ng), as described
under “Experimental Procedures.” D, the affinity-purified DNA-binding pro-
tein eluted from the second step of purification and cytoplasmic extract (30
g of proteins) as negative control were incubated with the 3P-labeled O,
oligonucleotide and exposed to 254 nm of UV light for 30 min. The resulting
DNA-protein complex was denatured and separated by 10% SDS-PAGE
before visualization after autoradiography. Competitions were carried out
with a 50-fold molar excess of unlabeled specific O, oligonucleotide or with
the nonspecific oligonucleotide corresponding to the NF-«B consensus site
(ns.c.). Specific DNA-binding protein, nonspecific complex (NS), and free
probe are indicated by the arrows.

not change MnSOD mRNA levels (Fig. 6F). We verified these
results in the breast cancer MDA-MB231 cell line, which
express low DDB2 but high MnSOD mRNA and protein levels
(Fig. 10, A and B). Introduction of the DDB2 gene into MDA -
MB231 cells led to an increase in the DNA binding activity of
DDB2 (Fig. 7, A and B) and in consequence a decrease in the
mRNA level of MnSOD (Fig. 7C).

Effect of the DDB2-DNA Binding on the Histone Modifica-
tions and Recruitment of Transcription Factors to the SOD2
Proximal Promoter—W e sought to know whether the negative
effect of DDB2 on the constitutive transcription of the SOD2
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FIGURE 4. Identification of the protein interacting with the new cis-ele-
ment located in the proximal promoter of the SOD2 gene. A, Western blot
analysis of the affinity-purified DNA-binding protein. The fraction eluted with
0.75 m KCl during the second step of purification that contained the purified
protein was subjected to 10% SDS-polyacrylamide gel electrophoresis, trans-
ferred to a polyvinylidene difluoride membrane, and then probed with a spe-
cific polyclonal antibody raised against DDB2. B, the nature of the 43-kDa
purified protein was confirmed by supershift experiments, which were done
with nuclear proteins from MCF-7 cells incubated with 2 pg of antibodies
raised against either DDB1, DDB2, or Sp1 prior to the addition of the 3?P-
labeled O, oligonucleotide. C, MCF-7 cells were transfected stably with siRNA
targeting DDB2 (DDB2 siRNA) or with scrambled siRNA duplex sequence
(control siRNA). Expression of DDB2 was analyzed in the total protein extract
(50 ng) and was compared with DDB1 and AP-2« levels by Western blot,
using the respective polyclonal antibodies (¥, position of a nonspecific band
for Western blot). Coomassie Blue membrane staining was used as the pro-
tein loading control. D, DNA binding activity of DDB2 was analyzed in nuclear
extracts from MCF-7 cells transfected stably with siRNA targeting DDB2 or
with control siRNA by EMSA with the 3?P-labeled O, oligonucleotide. In EMSA
and supershift, specific DNA-binding protein, nonspecific complex (NS), and
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gene could be attributed to interference with the transcrip-
tional machinery. Also using ChIP assays, we compared the
histone modifications and the recruitment of RNA Pol II,
Spl, and AP-2« with the SOD2 proximal promoter contain-
ing the GC-rich region with Sp1- and AP-2a-binding sites
and the transcription start site (Pol II region) in MCF-7 and
MDA-MB231 cells as well as in DDB2 siRNA-transfected
MCE-7 cells. Control IgG and anti-DDB2-immunoprecipi-
tated chromatins from breast cancer cells were not amplified
by PCR and were used as negative controls for these experi-
ments (Fig. 8). The results indicated that dimeH3K4 and
RNA Pol II were bound to the SOD2 proximal promoter,
regardless of which breast cancer cells were used. However,
AcH3K27 and Spl1 transcription factor were detected at the
SOD2 promoter only in breast cancer cells, such as MDA-
MB231- and DDB2-siRNA-transfected MCF-7 cells. In addi-
tion, we observed the binding of AP-2«a to the SOD2 pro-
moter only in DDB2-expressing breast cancer cells (WT and
control siRNA MCEF-7 cells). These results suggest that
DDB2 on its binding site may interfere with the transcrip-
tional program of the SOD2 gene at the level of acetylated H3
histone and recruitment of Sp1 at the SOD2 proximal pro-
moter in breast cancer MCEF-7 cells.

Biological Significance of the Regulation of Constitutive SOD2
Gene Expression by DDB2—In order to study the biological
significance of the regulation of constitutive SOD2 gene
expression by DDB2, we used the MnSOD antisense tech-
nique to specifically down-regulate the increased expression
of MnSOD in DDB2-siRNA-transfected MCEF-7 cells. These
latter cells were stably transfected either with a pcDNA vec-
tor containing MnSOD antisense cDNA or an empty vector
(MCEF-7 DDB2 siRNA Neo). Two clones named MCF-7
DDB2 siRNA MnSOD AS cl.8 and cl.9 were isolated for their
decrease in MnSOD protein level, compared with that in
parental MCF-7 DDB2 siRNA and MCF-7 DDB2 siRNA Neo
cells (Fig. 94). Growth curves were assessed by seeding cells
in 24-well tissue culture plates at 1 X 10* cells/well, and then
cells were counted every 2 days over an 8-day period. The
DDB2-deficient MCF-7 cell clone, transfected or not with
the pcDNA empty vector and showing a similar growth rate,
grew significantly more slowly than the WT and the control
siRNA-transfected MCEF-7 cells, as described previously
(18). However, down-regulation of MnSOD in this DDB2-
deficient MCF-7 cell clone led to stimulation of cell prolif-
eration, with an intermediate growth curve between control
(WT and control siRNA) and DDB2-deficient MCF-7 cells
(DDB2 siRNA and Neo) (Fig. 9B). These results were con-
firmed by colony formation (Fig. 9C). For both methods, no
significant differences were observed between MCF-7 DDB2
siRNA and MCEF-7 DDB2 siRNA Neo cells or between WT

free probe are indicated by the arrows. E, binding of DDB2 to the SOD2 prox-
imal promoter was evaluated in vivo by ChIP assay in control and DDB2 siRNA
MCF-7 cells, as described under “Experimental Procedures.” Chromatin was
immunoprecipitated or not by DDB2, Sp1, or AP-2« antibodies or control IgG.
The immunoprecipitated chromatin was analyzed by PCR using primers
encompassing the DDB2 binding site (DDB2 region) and defined in Table 1.
Input chromatin represents a portion of the enzymatically sheared chromatin
before immunoprecipitation.
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FIGURE 5.DNA binding activity of DDB2 by EMSA in DDB2-transfected COS-7
and MCF-7 cells. A, COS-7 cells were transfected stably with the vector driving
the expression of human DDB2 (COS-7 DDB2) or with the empty vector only
(COS-7 Neo). Overexpression of DDB2 was verified in total protein (50 ug) by
Western blot analysis using a specific polyclonal antibody raised against DDB2.
Coomassie Blue membrane staining was used as the protein loading control.
B, DNA binding activity of DDB2 was analyzed in nuclear proteins (5 pg) from
COS-7 cells transfected stably with DDB2 expression vector or empty vector by
EMSA with the 3?P-labeled O, oligonucleotide. Competitions were carried out
with a 50-fold molar excess of unlabeled specific O, oligonucleotide (s.c.).
G, MCF-7 cells were transfected stably with the vector driving the expression of
human DDB2 (MCF-7 DDB2) or with the empty vector only (MCF-7 Neo). Overex-
pression of DDB2 was verified in total protein (20 ug) by Western blot analysis
using a specific polyclonal antibody raised against DDB2. Coomassie Blue mem-
brane staining was used as the protein loading control. D, DNA binding activity of
DDB2 was analyzed in nuclear proteins (2 ug) from MCF-7 Neo and MCF-7 DDB2
(cl.2, cl.4, and cl.6) cells by EMSA with the >2P-labeled O, oligonucleotide. £, com-
petitions were carried out with nuclear extracts from MCF-7 Neo or MCF-7 DDB2
cl.4 and a 50-fold molar excess of the unlabeled specific O, oligonucleotide or
with the nonspecific oligonucleotide corresponding to the NF-«B consensus site
(ns.c.). Specific DNA-binding protein, nonspecific complex (NS), and free probe
are indicated by the arrows.

and control siRNA MCEF-7 cells. Finally, we compared the

DDB2 and MnSOD expressions (Fig. 10, A and B) with breast
cancer cell growth for 4 days (Fig. 10C). For all cell lines used,
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FIGURE 6. Effect of DDB2 knockdown on constitutive transcription of
the SOD2 gene in MCF-7 cells. A, schematic representation of the differ-
ent deletion series in the promoter region of the SOD2 gene relative to the
full construct —3340pGL3 upstream of the luciferase reporter gene.
B, wild type MCF-7 cells were transfected transiently with the luciferase
reporter gene under the control of the different deletion series in the
promoter region of the SOD2 gene. After 24 h of transfection, cells were
lysed, and relative luciferase activities were measured and corresponded
to the SOD2 gene transcription depending on the 5’-flanking region.
C, wild type, control siRNA, and DDB2 siRNA-transfected MCF-7 cells were
transfected transiently with the luciferase reporter gene under the control
of the proximal promoter (A2995pGL3) of the SOD2 gene, in which the
cis-element recognized by DDB2 (AGCCTGCAGCCT) was mutated to AGC-
CTGCCGCAT (A2995MutO,pGL3), and relative luciferase activities were
measured. Significant differences were observed between DDB2 siRNA-
transfected MCF-7 cells and control (WT and control siRNA) cells (*, p <
0.05) and between control MCF-7 cells transfected with A2995MutO,pGL3
versus cells transfected with (A2995pGL3 (**, p < 0.05). D and E, MnSOD
mRNA and protein levels were analyzed in total RNA and protein isolated
from WT, control siRNA and DDB2 siRNA-transfected MCF-7 cells (DDB2
siRNA), by RT-PCR and Western blot analysis. F, effect of the DNA methyl-
transferase inhibitor 5-azacytidine on SOD2 gene expression in wild type
MCF-7 cells. RT-PCR analysis for MnSOD, MDR1, and B-actin mRNA levels
was carried out with total RNA isolated from wild type MCF-7 cells treated
for 48 or 72 h with 10 or 20 um 5-azacytidine. Analysis of the MDR1T mRNA
level was used as a positive control of the treatment with 5-azacytidine.
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results showed that MnSOD expression was always inversely
correlated with that of DDB2 and the cellular proliferative
activity. Taken together, these results suggest that DDB2
may play a role in breast cancer cell growth by exerting a
negative regulation of the SOD2 gene.
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FIGURE 7. Effect of DDB2 overexpression on constitutive transcription of
the SOD2 gene in MDA-MB231 cells. A, MDA-MB231 cells were transfected
stably with the vector driving the expression of the human DDB2 (MDA DDB2)
or with the empty vector only (MDA Neo). Overexpression of DDB2 was veri-
fied in total protein (50 ng) by Western blot analysis. As a control, the mem-
brane was also probed with an anti-DDB1. Coomassie Blue membrane stain-
ing was used as the protein loading control. B, DNA binding activity of DDB2
was analyzed by EMSA with the *2P-labeled O, oligonucleotide and with
nuclear proteins (5 ng) from WT MDA-MB231 cells or transfected stably with
either DDB2 expression vector or empty vector. C, MnSOD mRNA level was
analyzed in total RNA isolated from WT, Neo, and DDB2-overexpressing MDA-
MB231 cells by RT-PCR analysis.

DISCUSSION

Much progress has been made in determining the function of
MnSOD in tumor growth. Differential regulation of the proxi-
mal promoter activity may play an important role in the devel-
opment of cancer (24). However, little is known about how the
constitutive transcription of the SOD2 gene is regulated. We
reported previously that MnSOD expression was decreased in
nonmetastatic but increased in metastatic breast tumor cells,
and this differential expression led to distinct effects on tumor
cell growth. Breast cancer cells, such as MCF-7 cells with low
MnSOD levels, had a high rate of proliferation, whereas
MDA-MB 231 cells with a high MnSOD expression had a high
invasive ability (14). However, the mechanism leading to the
differential SOD2 gene expression with the malignant pheno-
type in breast cancer remains largely unknown. Therefore, the
goal of this study was to identify a new mechanism that could
explain the distinct constitutive expression of the SOD2 gene
between nonmalignant and malignant breast cancer cells.
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FIGURE 8. Effect of DDB2 binding on the modifications of histone and
recruitment of Sp1 and AP-2a at the SOD2 proximal promoter. Methyla-
tion of H3K4 and acetylation of H3K27 histones and recruitment of Sp1 and
AP-2q in the GC-rich region of the SOD2 proximal promoter (Pol Il region)
located downstream of the DDB2 DNA binding were analyzed in vivo by a
ChlP assay in MCF-7 (controls and DDB2 siRNA) and MDA-MB231 cells, as
described under “Experimental Procedures.” Chromatin was immunoprecipi-
tated by DDB2, Sp1, AP-2a, RNA Pol I, dimeH3K4, and AcH3K27 antibodies or
control IgG. The immunoprecipitated chromatin was analyzed by PCR using
primers of the Pol Il region into the SOD2 proximal promoter (see Table 1) and
primers of the glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase promoter
(GAPDH) as positive control. Input chromatin represents a portion of the enzy-
matically sheared chromatin before immunoprecipitation.

This current study reports the identification and character-
ization of a new cis-element present in the proximal promoter
of the SOD2 gene and interacting with the DDB2 protein. Char-
acterization of this new cis-element results from a systematic
analysis of the proximal promoter, excluding Spl and AP-2
binding sites in GC boxes. These latter transcription factor
binding sites are well known to interact in vivo with Spl and
AP-2 proteins (5). The new cis-element, containing a repeated
pentanucleotide that is separated by two hinge nucleotides, is
located upstream of the GC-rich region and at —230 bp from
the transcription start site. Experimental evidence indicates
that both repeated pentanucleotide are important for the DNA
binding activity of DDB2. However, mutations into the second
AGCCT repeat led to a distinct and smaller shift, where no
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FIGURE 9. Biological significance of the regulation of constitutive SOD2
gene expression by DDB2 in MCF-7 cells. A, DDB2 siRNA-transfected MCF-7
cells were transfected stably with the pcDNA vector containing MnSOD anti-
sense cDNA (MCF-7 DDB2 siRNA MnSOD AS) or empty vector (MCF-7 DDB2
siRNA Neo). Two clones (MCF-7 DDB2 siRNA MnSOD AS cl.8 and ¢l.9) were iso-
lated for their decrease in MnSOD protein level, which was assessed by West-
ern blot analysis using specific polyclonal antibodies in total protein (50 ug)
from MCF-7 control and transfected cells. Coomassie Blue membrane stain-
ing was used as the protein loading control for Western blot analysis. B, all
MCF-7 cells were plated in 24-well dishes (1 X 10* cells/well) in complete
medium, and cell numbers were counted every 2 days for 8 days. Means are
shown for three experiments. C, all MCF-7 cells were seeded (500 cells) in
100-mm dishes and grown for 10 days. Colonies with more than 50 cells were
counted, and data from three independent experiments were expressed as
the percentage of colony formation = (colonies formed/cells seeded) X
100%. Statistically significant differences for growth after 8 days of culture
and colony formation between either MCF-7 DDB2 siRNA Neo or MCF-7 con-
trol siRNA versus MCF-7 DDB2 siRNA MnSOD AS cl.8 and cl.9 cell value are
indicated (* and **, respectively) (p < 0.05). No significant difference was
observed between MCF-7 DDB2 siRNA and MCF-7 DDB2 siRNA Neo or
between WT and control siRNA MCF-7 cells.

marked decrease in DNA binding activity was observed in the
presence of the specific competitor and which may probably
correspond to an unknown and nonspecific protein complex. In
addition, the hinge nucleotides are involved in the DNA bind-
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FIGURE 10. Comparison of DDB2 and MnSOD expressions with growth of
breast cancer cell lines. A and B, DDB2 and MnSOD mRNA and protein levels
were analyzed in total RNA and protein isolated from the breast cancer cell
lines (MDA-MB231, SKBR3, MCF-7, and T47D), by RT-PCR and Western blot (¥,
position of a nonspecific band). C, all breast cancer cell lines were plated in
24-well dishes (1 X 10* cells/well) in complete medium, and cell numbers
were counted every day for 4 days. Means are shown for three experiments.

ing activity of DDB2, because mutations of these latter decrease
the formation of the specific complex between DNA and pro-
tein. Results from Southwestern blot and UV-cross-linking
experiments suggest that the cis-element is able to bind only
one DDB2 molecule, because only about a 43-kDa protein com-
plex is detected in both cases. This DDB2 consensus binding
site identified in the human SOD2 gene promoter may be useful
to identify other potential target genes in the future.

Involvement of DDB2 in the constitutive transcription of the
human SOD?2 gene was evaluated in MCF-7 cells. Our results
from the ChIP assay show that DDB2 is able to bind to the
SOD2 proximal promoter in vivo. The consequence of this
binding is that DDB2 plays a negative role in the constitutive
transcription of the SOD2 gene in MCEF-7 cells, because muta-
tions of the DDB2 binding site or knockdown of DDB2 expres-
sion increases transcription. These results are confirmed in
DDB2-overexpressing MDA-MB231 cells, whose constitutive
transcription of the SOD2 gene is strongly decreased. This is in
accordance with the previous observation, which describes an
inverse correlation in the MnSOD expression between MCF-7
and MDA-MB231 cells (14).

The present study, showing DDB2 as a new negative regula-
tor of the constitutive transcription of the SOD2 gene, describes
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a mechanism different from those reported in previous studies.
The SOD2 gene is not commonly mutated in breast cancer, in
contrast to other cancers (12). Epigenetic processes have
already been involved in the transcriptional repression of SOD2
gene, such as methylation and histone modifications. It has
been observed that methylation of the SOD2 gene promoter
decreases the expression of MnSOD in some cancer cells,
including MDA-MB435 breast cancer cells (13, 16, 25). This
possibility was excluded in the present study by experiments
consisting of treatment of MCF-7 cells with inhibitors of DNA
methyltransferases and showing no changes in MnSOD mRNA
levels. We analyzed if DDB2 could interact with other epige-
netic process, such as histone modifications, leading to a low
level of MnSOD. Indeed, previous studies have shown in breast
cancer cells that the low levels of acetylated and methylated H3
histones at the SOD2 promoter were consistent with the
decrease in the MnSOD expression (26). In the present study,
we describe that the binding of DDB2 is associated with a low
acetylated H3 histone at the SOD2 proximal promoter. These
results are in accordance with the previous study showing that
the MnSOD level correlates with the acetylation status of H3
histones present at the SOD2 promoter (27). In MDA-MB231
cells, which express a very low level of DDB2, acetylated H3
histones are detected at the SOD2 promoter. In contrast, the
methylated H3 histone is bound to the SOD2 promoter, what-
ever the DDB2 status. It is known that both methylated and
acetylated histones are indicative of the active transcription of
the gene, as we observed previously for the SOD2 gene in MDA -
MB231 cells and confirmed by the present ChIP analysis (14,
28). No interference with the RNA Pol I binding was observed,
regardless of which breast cancer cells were used.

A low level of acetylated histones is associated with a con-
densed chromatin structure, which can decrease the accessibil-
ity of transcription factors to their respective binding sites.
Depending on the histone modifications, we analyzed by ChIP
the recruitment of Sp1 and AP-2« at the GC-rich region, which
is located downstream of the DDB2 binding site into the SOD2
proximal promoter. These transcription factors are described
to be involved in the constitutive SOD2 gene expression (5, 29,
30). In the present study, we suppose that the increased consti-
tutive transcription of the SOD2 gene in DDB2 knockdown
MCE-7 cells is probably dependent on the Spl transcription
factor. Our ChIP analysis has shown that Sp1 is able to bind to
the SOD2 proximal promoter in DDB2 knockdown MCEF-7
cells, in which the level of acetylated H3K27 is high. Indeed, the
constitutive transcription of the SOD2 gene depending on its
5'-flanking region is strictly dependent on the proximal pro-
moter. Moreover, it has been demonstrated that the Sp1 bind-
ing site located in the GC-rich region of the proximal promoter,
which encompasses the 150-bp PCR fragment from immuno-
precipitated chromatin, is sufficient for constitutive transcrip-
tion of SOD2 gene (5, 26). The same results were obtained for
MDA-MB231 cells, which have a very low DDB2 expression
and a high constitutive transcription of SOD2 gene (14). In the
case of AP-2«, we observed in vivo that this transcription factor
is able to bind its response element located in the GC-rich
region, when chromatin structure is more condensed because
of alow level of acetylated H3K27, and when DDB2 is bound to
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its specific DNA sequence. Also, we can suppose that AP-2«
may be associated with DDB2 for the repression of the tran-
scription of the SOD2 gene. In previous studies, AP-2a has been
involved in the decrease of constitutive transcription of the
SOD?2 gene as well as in normal and some cancer cell lines by
interfering with Spl binding (5, 29, 30). Even if the AP-2«
expression did not change, this situation was not observed in
DDB2 knockdown MCE-7 cells.

Our findings demonstrate for the first time that DDB2 may
have a new biological activity, that of a transcriptional regulator
of the SOD2 gene. Some observations, however, suggested the
possibility that DDB2 may play a role in the regulation of gene
transcription. DDB2 acts as a co-factor of the transcription fac-
tor E2F1 (31). In addition, DDB2 is well known to play a role in
nucleotide excision repair of UV-induced DNA damage by con-
tributing to the assembly of DNA repair mechanisms in coor-
dination with DDBI, because it shares homology with chroma-
tin-reorganizing proteins (32, 33). Also, the present study
suggests that DDB2 could play its negative role in the transcrip-
tion of the SOD2 gene by influencing the remodeling of chro-
matin and the nature of the transcription factor recruited to the
SOD2 proximal promoter.

It is not the first time that a protein involved in the DNA
repair plays a role in the gene regulation. This is the case with
the DDBI protein, which has already been involved in the reg-
ulation of constitutive transcription of the fibromodulin gene
by interacting with a specific DNA response element (34).

Recently, we reported that DDB2 was involved in breast
tumor cell proliferation by activating the G, /S transition and S
phase progression of the cell cycle. These results were corre-
lated with the expression of S phase markers, such as prolifer-
ating cell antigen, cyclin E, and dihydrofolate reductase (18). In
the present study, we have demonstrated that DDB2 regulates
constitutive MnSOD expression, leading to modulation of
breast tumor cell proliferation. Indeed, a consequence of DDB2
knockdown is the increase in MnSOD levels and a decrease in
the proliferation of MCF-7 cells. In addition, we observed that
MnSOD expression was always inversely correlated with that of
DDB2 and the cellular proliferative activity in all breast cancer
cells used. Our results can be compared with the previous stud-
ies published by us and others. The mechanism by which
MnSOD plays a role in tumor growth is dependent on its con-
stitutive expression, which varies among cancer cell types, and
the overall balance of ROS (24, 35). A previous study has already
reported that introduction of the SOD2 gene in MCEF-7 cells
reduces cell growth (36), and it has been postulated that the low
MnSOD level in this breast cancer cell line may lead to an accu-
mulation of intracellular O, radicals, which act as second mes-
senger molecules promoting cancer cell proliferation (37).
Moreover, the present study showed that MnSOD expression is
decreased in DDB2-overexpressing MDA-MB231 cells. This
can be associated with our previous results, which reported a
stimulated growth of this breast cancer cell line in which either
the DDB2 gene was introduced or MnSOD expression was
inhibited (14, 18). Taken together, these data lead us to propose
that MnSOD may be at least in part a new significant pathway
through which DDB2 exerts its control of breast cancer cell
growth. The possibility is not excluded that DDB2 may be
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involved in the regulation of invasiveness by maintaining low
MnSOD levels in DDB2-overexpressing breast cancer MCF-7
cells, because an elevated level of MnSOD may reflect tumor
progression to a metastatic phenotype in DDB2-deficient
breast cancer MDA-MB231 cells (14, 15).

In summary, the data reported here provide for the first time
evidence that DDB2 plays a role as a repressor of the MnSOD
expression, which is associated with a low acetylation of H3
histone and AP-2«a binding at the SOD2 proximal promoter.
This new biological activity of DDB2 explains, at least in part,
the distinct constitutive expression of the antioxidant enzyme
and tumor cell growth between MCF-7 and MDA-MB231 cell
lines. This new mechanism supports the fact that DDB2 may
represent an important clinical interest as a prognostic marker
of breast cancer progression. This latter comment implies
research to identify a pattern of other DDB2 target genes in the
future.
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Résumé

Récemment, notre laboratoire a démontré pour la premiére fois, que la protéine Damaged DNA Binding 2
(DDB2) possédait une activité régulatrice négative de I’expression basale de la superoxyde dismutase
mitochondriale (SOD Mn) en se fixant sur un ¢lément de réponse dans la région promotrice de son géne. Cette
protéine était connue jusque la pour sa participation dans le systéme de réparation de I’ADN par excision de
nucléotides.

L’objectif de ce travail a été de définir précisément 1’implication de ces deux protéines dans la croissance des
cellules d’adénocarcinome mammaire, en développant des modéles cellulaires dont I’expression de la SOD Mn
ou de la DDB2 est modulée expérimentalement. Nos résultats montrent pour la 1°° fois, que la SOD Mn est
surexprimée dans les cellules tumorales mammaires insensibles aux oestrogeénes (ER-) et ayant un pouvoir
métastatique, et non dans les cellules épithéliales mammaires normales et les cellules ER+. L’inhibition de
I’expression de la SOD Mn entraine une stimulation de la croissance et une diminution de I’invasivité cellulaires,
associées a une activité réduite de la métalloprotéinase 9. L’addition d’antioxydants, éliminant spécifiquement
I’H,0, issu de I’activité élevée de la SOD Mn, entraine a la fois une inhibition de la croissance et du pouvoir
invasif des cellules ER-. Ces résultats révelent que la SOD Mn participe aux capacités invasives des cellules ER-
via la production d’H,O,. Nous avons également montré pour la 1°° fois, que la DDB2 présente une activité
oncogénique dans les cellules tumorales mammaires sensibles aux oestrogénes (ER+), non seulement parce que
son géne est surexprimé, mais également parce qu’elle active leur prolifération en agissant sur la phase de
transition G1/S et sur la progression dans la phase S du cycle cellulaire. Contrairement a la SOD Mn,
I’expression de la DDB2 n’est pas observée dans les cellules tumorales mammaires ER-. De méme a partir de
biopsies provenant de patientes atteintes d’un cancer du sein, nous avons montré que la DDB2 est
significativement plus exprimée dans les tumeurs les moins agressives et exprimant le récepteur aux oestrogenes.

En montrant I’importance de la SOD Mn et la DDB2 dans la croissance et I’invasion des cellules tumorales
mammaires, 1’ensemble de ce travail révéle ainsi ces deux protéines comme des marqueurs prédictifs potentiels
de la progression tumorale, et ouvre de nombreuses perspectives en cancérologie mammaire.

Mots clés : Superoxyde dismutase mitochondriale (SOD Mn) ; Damaged-DNA binding 2 (DDB2) ; cancer du
sein ; especes actives de 1’oxygene (EAO) ; prolifération ; invasion tumorale ; cycle cellulaire.

Summary

Recently, our laboratory demonstrated for the first time, that Damaged DNA Binding 2 (DDB2) played a role as
a negative transcriptional regulator on the mitochondrial superoxide dismutase (MnSOD) expression through its
binding to a specific DNA sequence located into the promoter of MnSOD gene. DDB2 was known as a protein
which participates in the nucleotide excision repair of DNA.

The goal of this study was to define precisely the involvement of the both proteins in the growth of mammary
adenocarcinoma cells, using experimental procedures to modulate their expression in the breast cancer cell lines.
Our results show for the first time that MnSOD is overexpressed in the estrogen receptor (ER) negative and
metastatic breast tumor cells, but not in normal epithelial mammary cells and ER-positive tumor cells. Inhibition
of MnSOD expression stimulates proliferation but decreases the invasive ability and the metalloproteinase 9
activity of tumor cells. Elimination of H202 from the elevated MnSOD activity by addition of specific
antioxidants decreases proliferation as well as invasive ability of tumor cells, suggesting that the role of MnSOD
in the invasive ability of tumor cells is mediated by H202. We have shown too for the first time that DDB2 has
an oncogenic activity in the ER-positive breast tumor cells, because its gene is overexpressed and stimulates the
proliferation by activating the entry of cells in the G1/S transition phase and the S phase progression. In contrast
to MnSOD, DDB2 expression is not observed in ER-negative breast tumor cells, but is higher in ER-positive
than in ER-negative tumor samples from patients with breast carcinoma.

Taken together, our findings demonstrate that both MnSOD and DDB2 play a role in the growth and
invasiveness of tumor cells and may become a promising candidate as a predictive markers in breast cancer.
More studies will be need to define molecular mechanism controlling this activity of these both proteins.

Key words : mitochondrial superoxide dismutase (MnSOD) ; Damaged-DNA binding 2 (DDB?2) ; breast cancer ;
reactive oxygen species ; proliferation ; tumor invasion ; cell cycle.
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