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Les cellules leucémiques persistent chez I'hétignddes traitements. Cette persistance
des cellules tumorales, en particulier a long terownstitue le facteur majeur d'échec des
stratégies thérapeutiques mises en place. Notipeétudie les facteurs pouvant contribuer au
phénomene de persistance des cellules leucémidnezs 'hdte, principalement au cours des
hémopathies malignes de type leucémies aiguesi@rides myéloides chroniques. Le Docteur
Sylvie Zouitina-Galiegue en collaboration avec lecizur Carl Simon Shelley ont mis en
evidence la répression du geR&lOH dans deux hémopathies malignes : la leucémie T de
'adulte et la leucémie a tricholeucocytes, undactde progression tumorale dans cette derniére.
Ces deux chercheurs sont tous deux les porteursate projet de thése. Le Docteur Sylvie
Zouitina-Galiegue posséde des connaissances psistuel’expression du gerRHOH et les
meéthodes pour étudier sa régulation, et le Dod@aur Simon Shelley a des acquis aussi bien sur
la régulation transcriptionnelle et les technigassociées, mais aussi sur les deux pathologies
étudiées. lls sont donc complémentaires sur ceprgiéme si officiellement, le Docteur Sylvie
Zouitina-Galiégue est le directeur de cette thé3#Hicieusement, ces deux personnes ont
participé toutes deux a la gestion de ce projetDbeteur Carl Simon Shelley n’est membre du

jury pas en tant qu’examinateur, mais en tant quéiecteur de these pour moi.



Tumor progression is characterized by the persist®f tumor cells in hosts, in spite
of therapy. Recurrence from minimal residual disgasa major cause of cancer death. Thus,
the understanding of how cancer cells become anthire persistent may lead to new
strategies, to prevent relapse. In our team, wasked to identify new findings, which offer
new opportunities to design specific treatmenth@iatological malignancies as acute or
chronic leukemia, and to modify the balance in fasbthe host immune response. Sylvie
Zouitina-Galiégue, Ph.D., and Carl Simon Shelldy,CP, have collaborated with each other
and have shown that tiHOH gene is abnormally underexpressed in Adult T loellkemia
(ATL) and Hairy Cell Leukemia (HCL). This phenomencontributes to tumor progression
in HCL cells. The project aims at identifying malder mechanisms in order to reconstitute
RHOH gene expression in HCL and ATL, and develop notrebtments for these
malignancies. Sylvie Zouitina-Galiegue is a spéstiain RHOH gene expression in
hematopoietic cells, and Carl Simon Shelley is>gved in transcriptional regulation and has
already described the transcriptional deregulatib@D11Cby JunD in HCL. So, officially,
Sylvie Zouitina-Galiégue is the director of thigss. In the reality, they contributed equally
to the Ph.D. supervising. Consequently, Carl SirlBbelley will participate in this jury as a

supervisor and not as an examinator.
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Résumé

RhoH est une petite protéine G de la famille Rhasttutivement activée. Cette
protéine, exclusivement exprimée dans les cellliésatopoiétiques, intervient dans le
développement du systeme immunitaire, par exernfgglede la différenciation des lymphocytes
T et la signalisation des récepteurs TCR, BCR eRFprésents respectivement a la surface des
cellules T, B et des mastocytes. Au laboratoiregretcollaboration avec le Dr Carl Simon
Shelley, nos précédents travaux ont montré quégdeession du geneHOH mise en évidence
dans la leucémie a tricholeucocytes (HCL) est uctefar de progression tumorale. Cette
expression faible est le résultat d’'une diminuti@s transcritRHOH initi€s en amont de I'exon
4. Le méme phénomeéne a également été observe eldaines lignées cellulaires de la leucémie
T de l'adulte (ATL). Ces deux pathologies sont ceasées par une prolifération anormale de
lymphocytes matures activés de type B (HCL) ouype T (ATL). Nous avons donc projeté de
comprendre les mécanismes moléculaires intervetaars la régulation du geRHOHau cours
de I'activation lymphocytaire B et T, afin de metegn évidence des évenements impliqués dans
la répression dBRHOH dans 'HCL et I'ATL. Notre objectif serait d’y remurer cette expression
et ainsi d’essayer de contrecarrer le phénotypeehaique, les traitements étant soit inefficaces

(ATL), soit satisfaisants mais associés a des di@pechutes assez élevés (HCL).

Dans les lymphocytes B et T, I'expression du gRiOH est principalement due a
lactivité du promoteur P3, situé en amont de lexé. Le promoteur P3 minimal a été
caractérisé dans les cellules B et correspond &étpence [-236/+67], en regard du site
d’initiation de la transcription (+1). Nos travaornt montré que P3 est régulé par le complexe
AP1 dans la lignée lymphoide B Raji : positivempat les facteurs de transcription JunB et c-
Fos, et au contraire, négativement par la prot&imd. De plus, le facteur MB contrélerait lui
aussi positivement I'activité du promoteur P3 dees mémes cellules. Dans les lignées modéles
de la leucémie a tricholeucocytes, nous avons miévaence une répression du promoteur P3
minimal, a l'origine de la diminution du taux deariscritsRHOH Cependant, I'implication du
complexe AP1 dans la dérégulation de P3 dans lkseseHCL n’a pas été établie. En revanche,
nos données préliminaires montrent que I'inhibitdun facteur de transcription NB pourrait
permettre de lever la répression du promoteur, aais plusieurs lignées cellulaires HCL. La

validation des résultats dans une majorité de &grnédCL et la confirmation de I'augmentation



du taux de transcritRHOH aprés inhibition de NEB pourrait nous permettre de proposer ce

facteur comme cible pour lever la répressiofRéEOH dans I'HCL.

Au cours de I'activation lymphocytaire T, I'expréms des transcritRHOH initiés en
amont de lI'exon 4 est biphasique : une forte augatem du taux des ARN messagers est
observée, reproduite par I'utilisation d’un ionopé@our le calcium (ionomycine), suivie d’'une
répression, mimeée par un analogue du diacylglyagudDAG (PMA ou Phorbol-12-Myristate-
13-Acétate). L'étude préliminaire de la régulataun promoteur P3 dans les cellules T a permis
de montrer la présence de sites de fixation posirfalgteurs de transcription régulés par la voie
calcique et impliqués dans I'augmentation de I'esgion deRHOH (entre les positions —236 et
—201) et pour des facteurs de transcription réguééda voie du DAG et entrainant la répression
du géne (entre les positions —583 et -380). Laraadas facteurs de transcription impliqués n'a
pas encore pu étre déterminée. Compte tenu dé diétaos avancées sur ce sujet, nous n'avons
pas encore montré la répression du promoteur P3efeme d’activité promotrice) dans les

lignées modéles de la leucémie T de I'adulte.

En parallele, ce projet a été axé sur I'identifmatde nouvelles cibles potentielles de
RhoH dans les lymphocytes B et T. En définissast eféecteurs, nous pourrions ainsi mieux
comprendre le role de la protéine RhoH dans cdsleglmais aussi les conséquences de la
répression du gene dans les leucémies HCL et AHnsDes lymphocytes B, I'expression de
RHOH semble réguler positivement I'expression des géd&bP1 et PRKCA codant deux
protéines impliquées dans I'inhibition de la prétdtion et de la survie cellulaire. RhoH semble
donc importante dans le contréle de la croissaratkil@ire dans les cellules B. Dans les
lymphocytes T, I'expression d@HOH semble favoriser I'expression de genes codantd&éime
SLA, un inhibiteur de la voie du TCR, ou encorel'degerleukine 16, un chémoattractant des
monocytes et des lymphocytes T CDW'expression de I'ensemble de ces protéines sendr
diminuer les processus d’activation cellulaire T at contraire a favoriser les réactions
immunitaires inflammatoires a I'encontre des lympyies T. Compte tenu de nos objectifs
visant a contrecarrer les phénotypes leucémiquési@é et I'ATL par la levée de la répression
du geneRHOH, il serait important de valider ces résultats ddes modeles respectifs et
d’étudier la conséquence des variations d’exprasd@ces genes sur le phénotype cellulaire

vitro etin vivo.



De maniére intéressante, nous avons montré darceliigles mononucléées isolées de
patients atteints de leucémie aigue myéloide (LANDe I'expression du genBHOH est
réprimée par le facteur de transcription JunD, cend@crit dans les cellules lymphoides B. De
plus, 'augmentation de la quantité BOH observée est associée a une induction du gene
PRKCA une cible potentielle mise en évidence dans &kiles B. Ces résultats tendent a
montrer qu’'une forte expression 8HOH pourrait entrainer une réduction de la prolifénati
des cellules LAM. La modulation de I'expressionJd@D pourrait donc étre un moyen d’induire
'expression du gen®HOH dans les cellules LAM afin de peut étre réduireptagression

tumorale.

Nos travaux ont ainsi apporté de nouvelles inforomat sur la régulation du gene
RHOH dans les lymphocytes B et T, mais aussi dansdisles myéloides. Nos résultats ont
également permis de mettre en évidence des facterdranscription dont ['inhibition
entrainerait une augmentation de I'expression de gHOH dans I'HCL et dans les cellules
LAM. Ces résultats prometteurs nécessiteraientral’@profondis afin de pouvoir identifier de
nouvelles cibles thérapeutiques dans la leucémigicholeucocytes et la leucémie aigue

myéloide.

Mots clés RHOH, Régulation Transcriptionnelle, Leucémies.



Abstract

The hematopoietic GTPase RhoH is an atypical fam#ynber of the Rho GTPases as
it is constitutively active and not regulated thgbuthe classical cycling between GTP- and
GDP-bound state. A number of studies investigatedale of RhoH in hematopoietic cells. This
protein exhibits essential functions in thymocyselopment and TCR, BCR, &Rl signaling
in T, B and mast cells, respectively. Previous expents from our laboratory reported that HCL
is characterized by abnormal underexpression oftRltorresponding to a decreased level of
RHOH mRNA initiated upstream of exon 4. Reconstitutioh RhoH expression reduced
proliferation, adhesion and migration that is canin HCL pathogenesis. Transcriptional
repression of this gene was also observed in antgbkemia, Adult T cell Leukemia (ATL).
Aimed at identifying new therapeutic targets to bammHCL and ATL, we wanted to examine
molecular mechanisms implicated in RhoH underexgioesin both diseases. HCL and ATL are
chronic lymphoproliferative disorders characterizbg proliferation of mature cells with
memory B cell or T-helper cell phenotype, respeatiivin the first part of our work, we wanted
to investigate molecular mechanisms mediating nbR@H expression in activated B and T
cells, then we tempted to identify transcriptioctéas implicated in RhoH repression in HCL
and ATL.

Firstly, we showed thaRHOH gene expression observed in B and T cells was
mostly due to transcriptional activity of P3 promgtupstream oRHOH exon 4. The promoter
was isolated in B cells, spanning nucleotides [(288] relative to the transcription start site.
We reported that AP1 transcription factor reguld®tOH expression in a B cell line, Raji. The
Jun family member JunD was able to bind to endogeri®3 promoter and could act as a
repressor oRHOH gene expression. In contrast, JunB and c-Fos sk&ma&ct as activators of
RHOH expression. Our results suggested also thatahedription factor N&B could positively
regulate this process in B cells. In HCL, we fouhdt the underexpression BHOH mRNA
observed in these cells is mediated by repressiof3 promoter. By investigating AP1
implication in this event, we provided no evidenoE RHOH expression control by this
transcription factor in this disease. However, ltion of NFB elicited RHOH expression
reconstitution in some HCL cell lines.



T cell activation induced a biphasic kinetics ofpeession ofRHOH mRNA
initiated upstream of exon 4. We observed a higheimse 0RHOH transcript level in activated
T cells, mimicked by use of ionomycin, and followkeg an important decrease, mimicked by
use of PMA or Phorbol-12-Myristate-13-Acetate (aralag of DiAcylGlycerol, DAG).RHOH
P3 promoter was isolated in a T cell line, Jurkan we investigated putative binding sites for
transcription factors, which could be implicatedhrs biphasic event in T cells. Our preliminary
results have shown that some potential binding die transcription factors related to calcium
pathway and inducin@HOH expression are present between nucleotides -286201; also,
sites for transcription factors induced by DAG pedly and repressing this gene are present
between nucleotides -583 and -380. However, trgigum factors have not yet been identified.
In addition, we investigated signaling pathways maed by increaseBHOH gene expression
induced during T cell activation. In ATL, we coultbt correlateRHOH repression to P3
promoter deregulation. Because all promoter regi@& not been studied up to now, our work

needs to be completed by additional investigation.

Secondly, our work has focused onto identificabdpotential RhoH targets in B
and T cells, which could help in understanding roolar signaling of RhoH and consequences
of its repression in HCL and ATL cells. We idergdiRAMPland PRKCAas potential RhoH
effectors in B cells, since an increaseRRMOH transcripts induced their expression. These
proteins are implicated in the reduction of cellydeoliferation and survival. So RhoH seemed to
be related to B cells growth. In T celBHOH expression is associated to increased mRNA
levels of SLA encoding an inhibitor of TCR signaling, and kfl6, a monocytic and
lymphocytic chemoattractant cytokine. All togethémese proteins tend to inhibit the TCR
pathway or to enhance inflammation. It could beer@sting to study consequences of these
expressions upon T cells phenotype. In Acute Myelaukemia, we showed that the low level
of RHOH expression could be increased BYND invalidation, and that this induction is
associated to higher quantitiesRRKCAMRNA. These results are similar to those described

B cells, suggesting common RhoH signaling pathwiays and myeloid cells.

Finally, we have described in this work new molacuinechanisms involved in
normal RHOH expression in B and T lymphocytes. We also arefitseteam having reported

promising results showing that inhibition dfF«B or JUND transcription factors expression



could reconstitutdcRHOH expression in HCL and AML, respectively. We alseganted a new
RhoH target, common in B and myeloid cePRKCA It will therefore be of interest to study
consequences of its expression in these cells @analidate its function in reducing tumoral
progression.

Key words :RHOH, Transcriptional Regulation, Leukemia.
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Introduction

1 Introduction

1.1 La famille des Rho GTPases
Les Rho GTPases constituent une famille de petites protéines associées au GTP
comprenant 25 membres impliqués dans de nombreuses et importantes fonctions cellulaires.
Ces protéines présentent une grande similarité de structure et de fonction avec les protéines

Ras. Ces homologies ont permis d’inclure ces protéines dans la superfamille Ras.

1.1.1 La superfamille Ras

La superfamille Ras comprend plus de 150 membres chez les mammiféres. Ces
protéines ont été identifiées de la levure jusqu’a ’homme, ce qui souligne leur importante
conservation. Elles ont été regroupées en 5 familles : Ras, Rab, Arf, Ran et Rho. Bien que
présentant une structure et une activité enzymatique comparable, ces protéines présentent des
roles bien spécifiques dans la signalisation cellulaire : la famille Ras, comprenant 36
membres, module la prolifération par son action sur 1’expression des genes ; la famille Rho
régule la morphologie en modifiant I’expression génique et 1’organisation du cytosquelette ;
les protéines Rab (au nombre de 61) et la famille Arf interviennent dans le trafic vésiculaire ;
I’unique protéine Ran contrdle le transport nucléocytoplasmique durant les phases G1, S et
G2 du cycle cellulaire et ’organisation des microtubules au cours de la phase M [19-22]. Le
nombre et les fonctions de ces protéines nécessitent la compréhension de leurs roles
spécifiques dans les voies de signalisation, de leurs effecteurs directs et de leurs mécanismes
de régulation. Les protéines de la superfamille Ras sont des GTPases qui font partie de la
famille des protéines G monomeériques et ont la particularité de fixer le GTP et d’hydrolyser
ce dernier en GDP [8]. Ces protéines sont impliquées dans le contréle des voies de
signalisation responsables notamment de la division cellulaire, de I’apoptose, de 1’adhérence a
la matrice extracellulaire, des interactions cellule-cellule et de la migration [5, 19, 23, 24]. Le
role de ces protéines est d’assembler des complexes signalétiques transitoires a la membrane
cellulaire, capables d’activer les voies de signalisation impliquées dans ces processus

biologiques.

Les genes de la famille Ras ont été les premiers a étre mis en évidence par leur

découverte en 1981 dans les virus du sarcome de Harvey et Kirsten chez le Rat et leur
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identification dans de nombreuses tumeurs humaines touchant des organes tels que la vessie
ou les poumons [5, 25-28]. Les autres membres de cette superfamille ont été découverts par la
recherche d’autres geénes de la famille Ras. Par exemple, RhoA, le premier membre de la
famille Rho, a été isolé et identifié en 1985 chez I’aplysie ou liévre de mer par 1I’équipe de
recherche du Dr Richard Axel [29]. Environ 15% des tumeurs humaines présentent une
mutation génétique dans un des genes de la famille Ras conduisant a un état constitutivement
actif de la protéine et a I’induction des voies de signalisation associées [28]. Il a ainsi été
montré un role de ces protéines Ras dans la tumorigenese suscitant un grand intérét pour les
thérapies ciblant les protéines Ras et leurs partenaires protéiques. Il a donc été nécessaire
d’identifier les mécanismes de régulation de ces petites protéines G, leurs cascades de

signalisation et leurs roles dans les processus cellulaires.

1.1.1.1 Structure des petites protéines G

Ces petites protéines G ont une taille de 20 a 29 Kda, présentant des homologies de
séquence et des motifs communs. Des ¢tudes de cristallographie et de résonance magnétique
nucléaire ont permis de décrire la structure tridimensionnelle des petites protéines G (par
exemple : H-Ras en 1989 ; Racl, protéine de la famille Rho, en 1997) et de mettre en
¢vidence un domaine catalytique pour tous les membres de cette superfamille [30, 31]. Ces
GTPases sont constituées d’un corps hydrophobe composé de 6 feuillets B et de 5 hélices a
reliés entre eux par une série de 10 boucles [32]. Cinq de ces boucles sont situées sur une
méme face de la protéine et ont un réle crucial dans I’affinité des interactions des protéines
Ras, entre elles ou avec leurs effecteurs, et dans la régulation de I’hydrolyse du GTP (Figure

1 page 9) [33-37].

1.1.1.1.1 Association des GTPases au GTP

La boucle P est positionnée entre le feuillet B1 et I’hélice al et est constituée des
acides aminés 10 a 17 (numérotation de la protéine H-Ras). Elle est responsable des
interactions avec les groupements o- et B- phosphate du nucléotide GTP ou GDP par la
séquence conservée GXXXXGKS/T (Figure 1, page suivante). Le domaine Switch I,
comportant les acides aminés 30 a 37, comprend les résidus impliqués dans I’association au
groupement y-phosphate du GTP, dont une tyrosine trés conservée (XTX). Les acides aminés

Lysl16, Tyr32, Thr35, Gly60 et GIn61 stabilisent I’interaction avec le y-phosphate du GTP. Le
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résidu GIn61, certainement le plus important, assure notamment la stabilisation de 1’état de

transition de 1’hydrolyse du GTP en GDP et participe a I’attaque nucléophile nécessaire a

cette réaction [38]. Deux boucles, entre le feuillet 5 et ’hélice a4 et entre le feuillet f6 et

I’hélice a5, reconnaissent la guanine. La séquence consensus N/TK/QXD de la boucle (B5-a4)

contient une Lys et un Asp qui interagissent directement avec la base [39].

Nt B al fi2

Boucle P SWITCHI
(a.a. 10-17) (a.a. 30-37)
GXXXXGKS/T XTX

{3 @ o3 . E\ w 133 5 Ct
S (=t —_—
L I I |
SWITCH IL Boucle BS-a4  Boucle B6-aS  CAAX

{a.a. 60-76) (a.a.116-119)  (a.a. 144-146)(a.a 186-189)
DXXG NTHE/QXD  (T/G/CHCS)A CAAX

C

Domaine GTPasique Motif CAAX

Switch |

boucle P

Switch Il

Ras associée au GTP

boucle B6-a5

boucle B5-a4

Figure 1 : Structure des protéines Ras. A. Structure secondaire de la protéine H-Ras isoforme 1 d’aprés Karnoub et Weinberg
[5]. Les feuillets B sont représentés par des fleches jaunes et les hélices a par des cylindres bleus. Les différentes régions et leurs
résidus d’acides aminés les plus conservés correspondants sont nommés en dessous de la représentation en feuillet et hélice ;
d’aprés Bourne et collaborateurs [8, 9]. GXXXXGKS/T : G glycine, K lysine, S sérine, T thréonine, X= Val, Gly, Ala... ; XTX:
X= Pro, Iso, T thréonine ; DXXG : D acide aspartique, G glycine, X= Ala, Thr... ; (N/T)(K/Q)XD : N asparagine, T thréonine, K
lysine, Q Glutamine, D acide aspartique, X= Cys, Iso, Leu...; (T/G/C)(C/S)A : T thréonine, G glycine, C cystéine, S sérine, A
alanine; CAAX : C cystéine, A acide aminé aliphatique, X= Met, Ser, Ala, Gln. B. Représentation schématique du domaine
GTPasique et du motif CAAX des protéines Ras. C. Structure cristallographique de Ras dans sa forme activée, c’est-a-dire
associée au GTP, d’aprés Karnoub et Weinberg [5]. Les domaines Switch I et II ont été représentés respectivement en rouge et en
vert, en structure éclatée et les boucles P, B5-a4 et f6-a5 positionnées par des lignes. Les atomes du nucléotide GTP ont été

symbolisés par des spheéres.

1.1.1.1.2 Ancrage membranaire des petites protéines G

La région C terminale hypervariable des petites protéines G fait 1’objet de

remaniements posttraductionnels déterminant leur localisation et leurs propriétés biologiques.

Le motif CAAX est hautement conservé dans toutes les petites GTPases (Figure 1, ci-dessus

). Ce site comprend une cystéine sur laquelle est ajouté un groupement soit géranylgéranyle

soit farnésyle, réaction catalysée par une prényltransférase (Figure 2, page suivante). Ces

modifications permettent un ancrage de la protéine a la membrane du réticulum
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endoplasmique, du golgi ou a la membrane plasmique [32, 40]. Deux seconds signaux
présents en amont du motif CAAX sont également impliqués dans 1’association des petites
GTPases a la membrane et pour leur pleine fonction : une séquence riche en acides aminés
basiques et un résidu cystéine, sur lequel peut étre ajouté un groupement lipidique de type
palmitoyle lors de la maturation de la protéine [41]. Cette palmitoylation est une modification
qui a été décrite chez certaines protéines Ras et pour des protéines Rho comme ChP et Wrchl
[6, 42, 43]. D’autres modifications de la région C terminale ont également été décrites
notamment pour les protéines Rab et Ras. Des endoprotéases spécifiques interagissent avec
les petites protéines G et clivent la séquence AAX du motif Cys-AAX (CAAX) (Figure 2, ci-
dessous). Ce clivage est suivi d’une carboxyméthylation, ajout d’un groupement méthyle sur
la cystéine restante, par une méthyltransférase spécifique des protéines prénylées [6, 44]. Les

protéines possédant un motif précis, tel CXC pour les Rab, peuvent également étre

carboxyméthylées.

Figure 2: Modifications
Protéine Extrémité C terminale Transférase posttraductionnelles dans la région C
H-Bas L+ NPPDESGPGC PalMSCiPalKCil o, 0Me) VLS FTase terminale des petites GTPases (d’aprés
MN-Has L+ NSSDDGTOGCPaliMGLPCH o 0Me) VVM Fluse Pechlivanis et Kuhlmann, [6]). Les
K-Ras2A |, SKEEKTPGCIPalVEIKECH o, 0Me) 1M FTase extrémités C terminales de membres des
R-Ras2B S, KDOKKKKEKKSKTRO(Fo 00 VIM Flase familles Ras, Rho et Rab sont représentées
dans ce tableau. Ces protéines font 1’objet
Cded2 E ;3 AILAALEPP ETQPKRKC GerCer, OMe ) CII GG Tase | d’ajout de  groupements lipidiques
Rhol K 5 RYGSOQNGCINCCIForfGerGer.OMe) KYL FTase/ géranylegéranyle (GerGer), farnésyle (Far)
GG Tase catalysé par des géranylegéranyltransférase
(GGTase I ou II), farnésyltransférase
Rabla 1 QSTPVRQSGOGUCTCarUen 100 erGar ) GiiTase 1l (FTase) ou d’un groupement palmitoyle
RabéA K,y LEKPQEQPVSEGGC(Gertinen)SClGerGer,OMe) - GGTase Il (Pal). Elles peuvent également étre clivées,

Rahl) Ko QORTKENRKPFSSCiGiertien) SIP G Tase 11

symbolis¢  par le  signe et
carboxyméthylées sur une cystéine (OMe).

1.1.1.1.3 Interactions protéiques des petites protéines G

Le domaine Switch I des protéines R-Ras et Rap1 A/1B, localisé entre les résidus 30 et

37, présente une compléte homologie de séquence entre ces protéines. En plus de son
interaction avec le y-phosphate du GTP, ce domaine est impliqué dans I’interaction des petites
protéines G avec leurs partenaires protéiques. Il en est de méme pour le domaine Switch II,
localis¢ entre les résidus 60 et 76, qui présente une forte homologie de séquence parmi les

membres de la Superfamille Ras. Des études structurales des protéines Ras associées a leurs
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régulateurs protéiques, les protéines GDI (GTPase Dissociation Inhibitor), les protéines GEF
(Guanine Exchange Factor) et les protéines GAP (Guanine Activating Protein), décrites dans
le paragraphe 1.1.2.3 page 18, ont permis de mettre en évidence et de fagon précise les
domaines et sites d’interaction. Les expériences menées pour la protéine H-Ras associée au
domaine GAP de la protéine pl20GAP, un de ces partenaires régulateurs, ont montré une
interaction entre la région Switch I de Ras et le domaine GAP de p120GAP [45, 46]. Cette
association fait intervenir un motif Phe-Leu-Arg (boucle en doigt d’arginine) qui en
stabilisant les deux domaines Switch provoque une accélération de I’hydrolyse du GTP. Un
mécanisme similaire a été décrit lors de I’activation de Ras par SOS, une protéine GEF [47].
L’interaction d’une hélice a de SOS entraine une modification de la conformation de la petite
protéine G a travers les domaines Switch I et II. Ces perturbations structurales induisent un
relargage du GDP et son remplacement par le GTP. D’autres séquences influengant
I’interaction avec des effecteurs ont ¢été identifiées dans la région 92-106 et la région C
terminale [48]. Cette derniere intervient notamment dans 1’interaction directe et spécifique de

Racl avec le domaine SH3 de B-PIX, une protéine GEF de la protéine Rac1 [48].

La fonction biologique des petites protéines G dépend fortement des modifications
post-traductionnelles influencant leur localisation cellulaire et des interactions avec leurs

partenaires protéiques.

1.1.1.2 Cycle d’activation-inactivation des GTPases

Les petites GTPases ont été décrites comme des protéines clés dans la régulation de
nombreux processus cellulaires dans les cellules eucaryotes. Les voies de signalisation sont
activées par des signaux extracellulaires et la stimulation des récepteurs présents a la
membrane plasmique tels que les protéines G hétérotrimériques, les intégrines, des récepteurs
de type tyrosine-kinase et des récepteurs associés aux tyrosine kinases; ceci entrainant
I’activation des petites GTPases [18, 49, 50] [51]. Ces dernicres passent alors d’un état inactif
associ¢ au GDP a une conformation active associée au GTP, forme interagissant avec des
kinases effectrices intracellulaires, menant a [’activation de nombreuses cascades de
phosphorylation dans la cellule et induisant les réponses biologiques [52]. Ces protéines
alternent donc entre les deux formes (liées au GTP ou au GDP) au cours d’un cycle

d’activation et inactivation (GTP/GDP) (Figure 3, page suivante).
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Figure 3 : Représentation schématique de la maturation protéique et du cycle de régulation des petites protéines G
(d’aprés Bustelo et collaborateurs [15]). La GTPase, associé¢e au GDP, subit des modifications postraductionnelles lors de sa
biosynthése : dans le cytoplasme (Cyt) une prénylation catalysée par une géranylgéranyltransférase (GGT) ou une
farnésyltransférase (FT) ; dans le réticulum endoplasmique (RE), un clivage du motif AAX catalysé par Reel (Ras converting
enzyme I) suivi d’une carboxyméthylation par une Icmt (Isoprénylcarboxyméthyltransférase). La GTPase, ainsi maturée, est
ensuite associée a une protéine GDI, GTPase Dissociation Inhibitor, qui bloque le cycle de régulation. Suite a des stimuli
extracellulaires, les voies de signalisation de récepteurs membranaires vont permettre la libération de la GTPase-GDP par GDI et
permettre son ancrage membranaire par son groupement lipidique présent a son extrémité C terminale. La petite protéine G
interagit alors avec une protéine GEF, Guanine nucleotide Exchange Factor qui favorise 1’échange du GDP par le GTP. La
GTPase alors associée au GTP est active. Cette localisation et cet état activé vont induire 1’activation des effecteurs a proximité
par la modification de leur conformation, et des cascades des voies de signalisation. La régulation de ce mécanisme est complexe
et fait intervenir de plus une protéine GAP, GTPase Activating Protein, qui stimule 1’activit¢é GTPasique, menant a nouveau a
I’état inactif, associ¢ au GDP, de la petite protéine G.
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Les protéines Ras opérent comme des interrupteurs moléculaires controlant les voies
de signalisation impliquées dans la prolifération cellulaire, la différenciation et I’apoptose. La
régulation de ces processus cellulaires s’effectue donc a travers ce cycle d’activation et
inactivation, controlé par les activités antagonistes /) des protéines GDI qui en s’associant
aux GTPases a I’état inactif empéchent leur activation, 2) des protéines GEF qui catalysent
I’échange du GDP par le GTP et activent les GTPases et 3) des protéines GAP qui
augmentent 1’activité GTPasique intrinseque (donc I’hydrolyse du GTP en GDP) et induisent
I’inactivation des GTPases. L’association des petites protéines G au GTP va entrainer une
relocalisation des effecteurs a la membrane plasmique. L’interaction des deux partenaires
induit alors une modification de la conformation de I’effecteur menant i) soit a son activation
indépendamment ou non de signaux intracellulaires, comme il a été décrit pour les protéines
Pak, Rock et Was, ii) soit a son inactivation, comme c’est le cas pour Cdc42Eps, un effecteur
de Cdc42. L’effecteur protéique peut également étre activé suite au détachement de ses
partenaires protéiques inhibiteurs et son association a la petite protéine G, comme par
exemple Cyfip2 [15, 53, 54]. Des études de cristallographie de la protéine H-Ras complexée a
certains domaines de ses partenaires ont permis de mettre en évidence et de décrire les
parametres structuraux de la régulation des petites protéines G par les protéines GEFs et

GAPs [5, 45, 47].

Dans la superfamille Ras, les protéines Rho, au nombre de 25, semblent treés bien
régulées : le génome humain contient plus de 60 RhoGEFs, plus de 70 RhoGAPs et 3
RhoGDIs [15]. Les effecteurs des Rho GTPases n’ont pas de domaines ou de séquences
permettant de les reconnaitre facilement, seules des études expérimentales ont permis de

caractériser plus de 60 cibles pour les trois principaux membres de la famille Rho : Rho, Rac

et Cdc42.

1.1.2 La famille Rho
La famille Rho est trés importante au sein de la superfamille des petites GTPases. Les
RhoGTPases ont ¢été initialement décrites comme impliquées dans la réorganisation du
cytosquelette d’actine mais il a aussi été prouvé qu’elles participent a bien d’autres voies de
signalisation modulant la prolifération cellulaire, I’apoptose, 1’adhérence, la migration, la
différenciation, I’expression génique et le trafic vésiculaire [55, 56]. A ce jour, il a été décrit

23 genes Rho, qui générent au moins 25 protéines grace a des mécanismes d’épissage
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alternatif. Sur la base des homologies de séquences, des motifs structuraux et des fonctions
biologiques, la famille Rho a été¢ subdivisée en 6 sous-groupes contenant des protéines ayant
des propriétés similaires : les Rhos similaires a RhoA [RhoA, RhoB, RhoC], les Racs
similaires @ Racl [Racl, Raclb, Rac2, Rac3 et RhoG], le groupe Cdc42 [Cdc42, G25K,
TC10, TCL, Chp/Wrch-2, Wrch-1], les Rnd [Rndl, Rnd2, RhoE/Rnd3], les RhoBTB
[RhoBTB1, RhoBTB2, RhoBTB3], les Miro [Miro-1, Miro-2], et les protéines RhoD, Rif et
RhoH/TTF qui n’ont pas pu étre intégrées au sein de ces groupes (Figure 4, ci-dessous) [18].
Il est & noter que les protéines Miro-1, Miro-2 et RhoBTB3 ne possédent pas de domaine
d’insertion Rho et sont phylogénétiquement plus proches de la famille Rab que des protéines
Rho. Ces caractéristiques remettent donc en cause leur appartenance a la famille Rho des

petites protéines G [57].

Superfamille @

Sous-groupes

RhoA Raci

RhoB Rac1b
RhoC Rac2 TC10/iRhoQ RnNd3IRhoE  RhoBTE3

Rac3 TCLIRhoJ |
Wrech-1/RhoU a.m! ¥ B~
ot Wrch-2IRhoViChp {'@"

Figure 4 : Représentation des sous-groupes de la famille Rho et des membres les composants. La famille
Rho est composée des sous-groupes RhoA, Racl, Cdc42, Rnd, RhoBTB et Miro et des protéines RhoD, Rif et
RhoH.

Cdcd2  Rnd1iRhoS  RhoBTB1 Miro-1iRhoT4
G25K Rnd2/RhoN  RhoBTB2 Miro-2iRhoT2
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1.1.2.1 Spécificité structurale des membres de la famille Rho
Les membres de la famille Rho sont de petites protéines de 190 a 250 résidus d’acides
aminés, qui consistent en un petit domaine GTPasique et des extensions N et C terminales

(Figure 5, ci-dessous).

RasGTPase

Domaine GTPasique Motif CAAX

RhoGTPase classique (Racl, Cdc42, RhoA)

Domaine GTPasique Motif CAAX

RhoGTPase atypique (Chp, Wrch, RhoBTB1/2, Miro-1/2)

Chp et Wrch-1

Motifriche Domaine GTPasique Motif CAAX

enproline

RhoBTB1 et 2

L =l |
Domaine GTPasique Motif riche Domaine BTB 1 ]:[ Domaine BTBII NLS

en proline

Miro-let2

L i === o=
Domaine GTPasique Domaines EF Domaine GTPasique

Figure 5: Représentation schématique de la structure des protéines Rho (d’aprés Aspenstrom et
collaborateurs [16]). Les protéines Rho classiques (Rac, Rho, Cdc42...) présentent une structure similaire aux
protéines Ras. Elles sont constituées d’un domaine GTPasique (pour I’hydrolyse du GTP en GDP) et d’un motif
CAAX en C terminal. Les autres RhoGTPases plus atypiques ont une structure plus complexe avec la présence
d’autres domaines comme des motifs riches en proline, des domaines BTB (Broad complex/Tramback/Bric a
brac ou encore appelé POZ) pour les interactions protéine-protéine, d’une séquence de localisation nucléaire

(NLS) ou de domaines EF ou EF-hand (domaines de liaison au calcium).
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Bien que certains membres atypiques de la famille contiennent des domaines
supplémentaires et peuvent avoir une séquence plus longue, les domaines GTPasiques des
protéines Rho présentent 30% d’identité avec ceux des protéines Ras et de 40 a 95% entre les
GTPases Rho elles-mémes. Les membres de la famille Rho contiennent les motifs
caractéristiques pour I’association au GTP et au GDP, avec une trés forte affinité pour ce
dernier, et présentent un domaine en C terminal contenant une cystéine sur laquelle un
groupement lipidique prényle peut étre ajouté, soit géranylgéranyle, soit farnésyle (Figure 2,
page 10). Ces protéines peuvent également étre carboxyméthylées [6]. Une représentation
schématique de la structure des différentes petites protéines Rho est représentée sur la Figure
5, page 15 d’apres Aspenstrom et ses collaborateurs [16]. Les RhoGTPases sont également
caractérisées par la présence d’un domaine GTPase en hélice, de type aRho [7]. De plus, une
structure spécifique des petites protéines Rho, appelée « insertion Rho », est localisée entre le
feuillet B5 et I’hélice a4 dans le domaine GTPasique (Figure 1, page 9) [37]. Cette insertion
trés particuliere est impliquée dans les événements signalétiques spécifiques des protéines

Rho.

1.1.2.2 L’insertion Rho, spécifique des RhoGTPases

L’insertion Rho est localisée entre le feuillet 5 et I’hélice a4. Dans la majorité des
protéines Rho, cette insertion est composée de 13 acides aminés qui s’organisent eux aussi en
hélice (Figure 6, ci-dessous) [7, 37, 58]. Des études ont montré que 1’insertion des protéines
Rho ne modifie pas leur structure tridimensionnelle mais intervient dans certaines de leurs

fonctions, particulierement pour RhoA, Racl, Rac2 et Cdc42.

H-Ras 122 A-e-em e e e == =R
Rac1 120- RDDKDTIEKLKEKKL

Cdc42 120 RDDPSTIEKLAKNKQ
RhoA 122 RNDEHTRRELAKMKOQ

Figure 6 : L’insertion Rho (d’aprés Karnoub et collaborateurs
[1]). Alignement des séquences correspondantes a 1’insertion Rho de
RhoA, Racl et CDC42 avec la séquence de H-Ras.
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Par I’utilisation d’une chimere Cdc42Hs/Ha-Ras, ou la boucle comprenant 1’insertion
Rho de Cdc42Hs a été remplacée par celle de H-Ras qui n’en contient pas, Wu et ses
collaborateurs ont montré que cette séquence spécifique de Cdc42Hs n’est pas essentielle
pour I’interaction de cette dernieére avec Dbl, une protéine GEF, ou Cdc42GAP, une protéine
GAP de Cdc42. En revanche, elle est importante dans I’inhibition du cycle de régulation
(GTP/GDP) de Cdc42Hs par une RhoGDI, et cela, sans modifier leur interaction, ni
I’extraction de I’ancre lipidique de Cdc42 [59]. La délétion de cette insertion Rho dans Cdc42
ne modifie pas également I’interaction entre Cdc42Hs-GTP et un de ses effecteurs, PLDI1,
mais inhibe D’activité de cette dernicre [60]. Walker et Brown ont mis en évidence
I’importance de la Ser124 présente dans I’insertion Rho de Cdc42Hs dans ce mécanisme de
régulation (Figure 6, page précédente) [61]. De méme pour la protéine RhoA, 1’absence de
cette insertion n’affecte pas son interaction avec 1’effecteur ROCK (une Rho kinase) mais
diminue I’activation de cette derni¢re lors de I’apoptose dans des fibroblastes NIH-3T3 [62].
En ce qui concerne Racl, son insertion Rho est importante pour la formation de lamellipodes
lors de la migration cellulaire mais aussi pour les phénomenes anti-apoptotiques induits par
cette protéine dans des fibroblastes NIH-3T3 et ne dépendant pas de 1’activation de NF«xB
(Nuclear Factor kappa B) [1, 63]. Cette insertion est donc trés importante pour I’activation
de voies de signalisation et certains processus, tels que le remodelage du cytosquelette

d’actine ou la survie cellulaire.

Un autre role de ’insertion Rho de Racl est de moduler 'immunité innée a travers
I’activation de la NADPH oxydase. Cette insertion n’est pas essentielle pour I’interaction
entre Racl et la sous-unit¢ p67 de la NADPH oxydase mais est trés importante pour
I’activation de cette derniere dans les neutrophiles. De méme, 1’activation de la NADPH
oxydase par Rac2 dans les phagocytes nécessite une interaction entre le cytochrome B et Rac2
dépendante de son insertion Rho [64]. 1l est cependant intéressant de noter que bien que
I’insertion Rho soit importante dans 1’activation de la NADPH oxydase, elle n’est pas
essentielle pour la production des especes réactives de 1’oxygéne (ROS, Reactive Oxygen
Species). Les ROS interviennent notamment dans la transduction du signal des intégrines et
dans les dommages oxydatifs observés lors de la réaction immunitaire innée [64]. Les études
structurales et biochimiques ont ainsi montré que la région de I’insertion Rho se trouve a
I’interface entre les petites protéines G et leurs effecteurs, sans modifier leurs interactions

mais plutot 1’activation des effecteurs et des voies de signalisation associées.
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1.1.2.3 Les protéines régulatrices de la famille Rho

Comme nous I’avons décrit précédemment, les RhoGTPases sont régulées par un
cycle d’activation/inactivation impliquant des protéines GEFs, GAPs et GDIs (Figure 3, page
12).

1.1.2.3.1 Les RhoGDIs

Les protéines GDIs sont connues pour s’associer a de nombreuses protéines ayant subi
une modification posttraductionnelle par addition d’un groupement isoprényle. Les GDIs sont
capables d’extraire ces protéines de la membrane et d’en faire des protéines cytosoliques. Les
petites protéines G sont dans les cellules le plus souvent sous cette forme cytosolique, ¢’est-a-
dire associ¢ée aux GDIs. En isolant les petites protéines G de la membrane plasmique, les
GDIs ont un role physiologique trés important dans la régulation des voies de signalisation
des petites GTPases [32]. Deux types de GDIs ont été¢ décrits a ce jour : les RabGDIs et les
RhoGDIs. Bien qu’elles ne présentent aucune similarité structurale, ces deux types de
protéines ont la méme fonction dans des sous-familles de petites protéines G différentes [65,

66].

Seulement trois protéines RhoGDIs ont été décrites a ce jour. RhoGDla est exprimée
dans tous les tissus et sa localisation est cytosolique. Elle présente une grande affinité pour
RhoA, Cdc42 et Racl [7]. RhoGDIB est exprimée dans les cellules hématopoiétiques et dans
d’autres compartiments épithéliaux. Elle se situe également dans le cytosol et se lie
faiblement a RhoA, Racl et Cdc42 [7]. RhoGDIy est exprimée principalement dans les
poumons, le pancréas, les reins, le cerveau et les testicules [67, 68]. Elle est associée aux
membranes des vésicules intracellulaires et se lie spécifiquement & RhoB et RhoG [67, 69].
Les Rho-GDI ont un motif caractéristique, immunoglobulin like, en feuillets B qui contient
une poche hydrophobe permettant 1’interaction avec le groupement isoprényle présent dans la
région C terminale des protéines RhoGTPases [69]. L’interaction des GTPases avec les
protéines RhoGDI entraine I’inhibition de la dissociation du GDP par les RhoGTPases et
empéche ainsi leur activation par les protéines GEF [70]. Cette association permet de
controler également la localisation subcellulaire des RhoGTPases en masquant leur extrémité
C terminale nécessaire a leur ancrage membranaire, les maintenant ainsi dans le cytosol et a
distance des protéines GEFs et de leurs effecteurs [20]. Il a aussi été mis en évidence que les

RhoGDI protégent les RhoGTPases de la dégradation protéolytique par les caspases [71].
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La dissociation du complexe RhoGDI/GTPase est régulée par I’activation des
intégrines qui stimulent le recrutement du groupement isoprényle des GTPases vers la
bicouche lipidique membranaire [72]. Les phospholipides, les membres de la famille ERM
(Ezrin/Radixin/Meosin, protéines interagissant avec les filaments d’actine de la membrane
plasmique) et la tyrosine kinase cytoplasmique Etk/BMX favorisent la dissociation du
complexe en interagissant avec les RhoGDI et en déstabilisant les complexes [73, 74]. Ceci
entraine la translocation des RhoGTPases a la membrane. L’affinit¢ des RhoGDIs pour les
RhoGTPases peut également étre modulée par des modifications posttraductionnelles. D une
part, la phosphorylation des RhoGDI au site d’interaction entre ces dernieres et la GTPase,
par la PKC (Protéine Kinase C) ou par Pakl, déstabilise le complexe RhoGDI/RhoGTPase et
permet ainsi D’activation de la GTPase [67, 75]. D’autre part, la phosphorylation des
RhoGTPases régule également cette interaction. En effet, il a ét¢ montré que la modification
post-traductionnelle de RhoA par la PKA (Protéine Kinase A), au niveau de I’acide aminé

Ser188, favorisait son interaction avec les protéines RhoGDI [67, 76] [77].

1.1.2.3.2 Les RhoGEFs

En réponse a un stimulus extracellulaire, I’association de protéines GEFs aux GTPases
accélére la dissociation du GDP et modifie la structure des petites protéines G favorisant ainsi
leur association au GTP. Dans la formation du complexe entre la petite protéine G et la
protéine GEF SOS, la boucle P, les domaines SWITCH I et II interviennent (Figure 1, page
9) [78, 79]. Le site d’interaction principal est localisé dans la région SWITCH II. La protéine

G est alors capable de fixer une molécule de GTP puis de se dissocier de la protéine GEF.

Les GEFs sont des protéines a multidomaines comprenant un domaine catalytique et
d’autres domaines responsables des interactions protéine-protéine et protéine-lipide. Les
domaines protéiques s’associant aux GEFs sont SH2, SH3 (Src Homology 2, 3), SAM,
(Sterile Alpha Motif), DH-PH (Dbl Homology — Pleckstrin Homology) [80, 81]. Parmi les
GEFs déja découvertes et décrites, nous retrouvons Dbl, Vavl, Vav2, Tiaml et SOS [81].
Certaines GEFs sont spécifiques d’une GTPase, comme par exemple FGD1 de Cdc42 ou
UNC-73B de Rac ; ou régulent plusieurs GTPases, par exemple Dbl et Ost agissent toutes
deux sur Cdc42 et RhoA [82, 83]. Dans cette famille, plus de 70 protéines spécifiques des

Rho ont ¢été identifiées. Il existe deux familles de RhoGEFs : celles comportant un domaine
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DH-PH (Dbl Homology-Pleckstrin Homology) et celles possédant un domaine CZH (CDM
and Zizimin Homology ou Dock 180 related proteins) [50]. Les protéines CZH possedent
deux régions homologues catalysant 1’échange des nucléotides des RhoGTPases. Les
RhoGEFs DH-PH sont constituées d’un domaine DH responsable de I’activité catalytique et
d’un domaine PH situé a leur extrémité C terminale et pouvant moduler ’activité d’échange
ou interagir avec des protéines ou des phospholipides. Le domaine PH est également impliqué
dans la régulation négative des GEFs par association de leur région PH avec soit leur
extrémité N terminale, comme pour la protéine Dbl, soit leur domaine DH, comme c’est le cas

de la protéine Vav (Figure 7, page suivante ).

Cette inhibition peut étre levée par plusieurs mécanismes. La phosphorylation de
résidus de tyrosine des RhoGEFs entraine une activation de la protéine, dépendant de sa
région C terminale [84, 85]. Cette phosphorylation est effectuée par les tyrosines kinases de la
famille Src, comme Lck, Fyn ou les tyrosines kinases Syk et ZAP70 [86-90]. L’interaction
des RhoGEFs avec les sous-unités a ou Py des protéines G hétérotrimériques, ou avec des
protéines elles-méme phosphorylées sur des résidus de tyrosine induit ’activation des GEFs.
Par exemple, par leur domaine SH2, les protéines Vavs s’associent aux tyrosines
phosphorylées des récepteurs TCR ou BCR, de récepteurs de cytokines ou de protéines
adaptatrices, ce qui permet leur recrutement a la membrane plasmique et favorise leur
activation. La présence de phospholipides modifie également I’état conformationnel des
protéines RhoGEFs. Le phosphatidylinositol-(3,4,5)-triphosphate léve 1’inhibition et permet la
phosphorylation et I’activation de RhoGEFs, comme Vavl. A I'inverse, certains lipides tel le
phosphatidylinositol-(4,5)-diphosphate favorisent une interaction entre les domaines PH et

DH et I’extrémité N terminale des protéines RhoGEFs, inhibant ainsi I’activation [50].
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Figure 7 : Mécanisme d’activation des protéines GEFs a domaines DH-PH (d’aprés Tybulewicz et ses
collaborateurs [14]). Les protéines GEFs, dans un état inactif, se présentent sous une forme refermée sur elle-méme. Les
domaines DH (Dbl Homology) et PH (Pleckstrin Homology) interagissent avec ’extrémité N-Terminale de la protéine,
inhibant ainsi leur activité¢ de facteur d’échange. En présence de certains phospholipides (phosphatidylinositol-(3.,4,5)-
triphosphate ou PIP3), de modifications posttraductionnelles (phosphorylation de tyrosines) ou par interaction des GEFs
avec des protéines, la conformation des GEFs est modifiée et ces dernicres sont activées. Elles s’associent alors aux Rho-
GTPases par leur domaines DH, PH et C1. SH : domaine Src Homology ; CH : domaine Calponin Homology, séquence
de 100 acides aminés impliqués dans la mobilisation du calcium régulation des GEFs; C1 ou domaine ZF (Zinc Finger) :
motif riche en cystéines ; Ac : motif acide de 50 acides aminés contenant les tyrosines hautement conservées et sujet a la
phosphorylation.

1.1.2.3.3 Les RhoGAPs

Au cours du cycle de régulation des petites protéines G, I’activité d’hydrolyse du GTP
en GDP par ces derniéres est augmentée en présence de protéines GAPs et par I’interaction de
ces deux protéines. Des analyses de mutagenése des domaines associé¢s au GTP de la protéine
Ras ont permis de montrer que les GAPs s’associent a celle-ci par les régions SWITCH I et II
(Figure 1 page 9) [45, 46]. Un mécanisme d’action a été proposé, basé sur les données
structurales des petites protéines G complexées a leurs régulateurs. Un résidu Arg, situé dans
une des boucles du domaine de la protéine GAP, aide a I’attaque nucléophile du GTP par la
GTPase, renforgant I’action du résidu GIn61 dans I’action catalytique des petites protéines G
(paragraphe 1.1.1.1.3 page 10) [45, 91]. L’orientation de ces résidus est stabilisée pour
accélérer I’hydrolyse du GTP [92].

Les RhoGAPs sont au nombre de 80 chez I’homme, et présentent une région commune
de 170 acides aminés nommée domaine GAP ou BH (Breakpoint cluster region-Homology)

suffisante pour 1’activité catalytique [93]. Elles possédent d’autres domaines protéiques : PH,
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SH2, SH3 et des régions riches en proline intervenant dans la régulation des protéines
RhoGAP et leur localisation subcellulaire [94]. L’activité des GAPs est modulée soit
négativement par des interactions avec d’autres protéines, soit positivement, par la
phosphorylation. Cette phosphorylation modifie la conformation du site catalytique et ainsi
I’activité des GAPs. Elle peut également affecter leur localisation, leur dégradation et leur

interaction avec d’autres protéines ou phospholipides [94, 95].

1.1.2.3.4 Les RhoGTPases atypiques

Certaines RhoGTPases ne suivent pas le schéma classique de régulation avec échange
nucléotidique. Ces RhoGTPases atypiques sont les protéines Rnd (1, 2 et 3), Wrchl,
Chp/Wrch2, RhoH et RhoBTB (1 et 2). Ces protéines comportent, au niveau du site de liaison
aux nucléotides, des séquences en acides aminés différentes des RhoGTPases classiques, ce
qui, soit leur fait perdre leur activité GTPasique et entraine leur liaison permanente au GTP
(RhoH, Rnd, RhoBTB), soit augmente leur capacité d’échange nucléotidique (Wrch) [96, 97].
L’isoforme de Racl, Raclb, obtenue par épissage alternatif se caractérise par une activité
d’échange ¢levée [98]. Ces protéines atypiques ne sont pas régulées par les GEFs et les GAPs
mais plutdt par leur niveau d’expression, de phosphorylation, par leur compartimentation

intracellulaire ou par leur vitesse de dégradation.

1.1.2.4 Localisation subcellulaire des petites protéines Rho

L’¢tude des fonctions biologiques des protéines Rho a surtout été réalisée par
’utilisation de mutants : un acide aminé précis a ét€¢ remplacé par un autre. Cette mutation
entraine I’activation constitutive de ces petites protéines Rho. L’expression ectopique de ces
mutants dans des cellules endothéliales de porc (Porcine Aortic Endothelial) transfectées
stablement par le récepteur humain du facteur de croissance des plaquettes (le PDGFRp) a
permis de déterminer leur localisation subcellulaire [16]. RhoA (par I'utilisation du mutant
constitutivement actif RhoAL63), RhoC (RhoCV14), Racl (RaclL61), Rac2 (Rac2L61),
Rac3 (Rac3V12) et Cdc42 (Cdc42L61), sous leur forme activée, ont toutes été localisées a la
membrane plasmique et pour les protéines Rac et Cdc42 également dans la zone
périnucléaire, probablement au niveau de I’appareil de Golgi [16]. TC10 (TC10L75) et
Chp/Wrch2 (ChpL89) sont concentrées au niveau des zones d’adhésion focale et RhoB

(RhoBL63) dans les endosomes tardifs, résultats concordant avec ceux de Gampel et de ses

22



Introduction

collaborateurs [99]. Les RhoBTB sont caractérisées par une activit¢é GTPasique nulle et sont
constitutivement associées au GTP, ce qui leur confére un état toujours actif (paragraphe
1.1.2.3.4 page 22). L’expression ectopique des protéines RhoBTB1 et RhoBTB2 a ainsi
permis de les localiser dans des structures vésiculaires dans le cytoplasme. Les protéines Miro
(Miro-1V13 et Miro-2V13) et RhoG (RhoGVI12) ont été retrouvées au niveau des

mitochondries [16].

Les modifications posttraductionnelles jouent un rdle trés important dans la
localisation de ces GTPases. Comme toutes les petites protéines G, les Rho présentent a leur
extrémité C terminale un domaine CAAX, sujet a une prénylation. La nature du groupement
prényle attaché a la cystéine du domaine CAAX peut modifier la localisation cellulaire des
protéines Rho. Certaines peuvent étre géranylgéranylées ou farnésylées. Par exemple, quand
la protéine RhoB est géranylgéranylée, elle se localise dans les endomembranes. Lorsqu’elle
est farnésylée, elle se trouve alors au niveau de la membrane plasmique. Une seconde
modification, une palmitoylation, possible en amont du domaine CAAX, est également
impliquée dans la localisation cellulaire. L’ajout d’un groupement palmitoyle positionne les
protéines Racl dans les radeaux lipidiques, Rac2 dans les endosomes et RhoG dans les
cavéoles. Dans le cas de Racl, le domaine riche en proline prés de la séquence CAAX
contribue a la localisation de cette GTPase au sein des complexes d’adhésion focale, par des

interactions avec des protéines comme B-PIX, une protéine GEF de Racl [48].

1.1.2.5 Role général des petites protéines G de la famille Rho

La majorité des informations sur les protéines de la famille Rho provient de travaux
réalisés sur RhoA, Racl/Rac2 et Cdc42 par I'utilisation de mutants constitutivement actifs
(décrits au paragraphe 1.1.2.4 page 22) ou I'utilisation de dominants négatifs. Ces derniers
ont été obtenus par mutation d’un acide aminé empéchant leur activation et inhibant leurs
effets. Les mutants dominant négatifs utilisés sont par exemple RaclT17N, Rac2D57N,
Cdc42T17N, RhoAT19N et RhoGT17N [100].

Les premieres études de fonctions cellulaires ont été réalisées en 1992 [55]. Des

mutants constitutivement actifs des protéines Rho, Rac et Cdc42 introduits dans des
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fibroblastes ont montré un role commun dans la réorganisation du cytosquelette d’actine mais
avec des effets distincts sur la forme et le mouvement cellulaires [101]. RhoA induit la
contraction actine-myosine, la formation de fibres de stress et de complexes d’adhésion focale
régulant la forme, 1’adhérence et la motilité cellulaires [55]. Racl induit la polymérisation de
I’actine et la formation de lamellipodes, extensions cytoplasmiques constituées
d’allongements d’actine fins et proéminents intervenant lors de la migration cellulaire [55].
Cdc42 induit la formation de filopodes, fines extensions cytoplasmiques digitiformes. Ces
filopodes sont impliqués dans la reconnaissance de l’environnement extracellulaire [102,
103]. Ces différentes fonctions dans I’organisation du cytosquelette d’actine ont été
confirmées dans plusieurs types cellulaires et retrouvées pour d’autres petites protéines Rho
telles RhoB, RhoC, Rac2, Rac3, TC10, TCL, RhoG, Chp, Rnd1, Rnd2, Rnd3, RhoBTBI1 et
RhoBTB2 ; cependant, I’expression ectopique d’un mutant RhoH (RhoHL62) et de mutants
constitutivement actifs de Miro-1 et Miro-2 n’a pas permis d’observer d’effet de ces protéines
sur I’organisation de 1’actine, et ce, dans des cellules de porc (PAE/PDGFRp) et de chien
(MDCK, Madin-Darby Canine Kidney) [16, 104-106]. Rappelons que bien qu’agissant de
manicre similaire sur 1’organisation de 1’actine suite a leur surexpression dans les cellules, les
protéines Rho ont des localisations cellulaires et des partenaires précis, parametres importants
pour leur spécificité¢ de fonction [16, 53, 107]. D’autres études ont montré que ces petites
GTPases controlent la polarité cellulaire et les voies de signalisation mises en jeu lors des
transports vésiculaires [108-111]. Elles sont également impliquées dans la croissance
cellulaire, les fonctions de survie et dans la régulation de 1’expression de génes, a travers
I’activation de facteurs de transcription, de protéines kinases, ainsi que dans la régulation de
I’immunité innée, par le contrdle de I’activité enzymatique de la NADPH oxydase dans les

phagocytes et les neutrophiles [64, 70, 112, 113].

Les protéines Rho interviennent dans de nombreuses voies de signalisation impliquées
dans la survie, la prolifération, I’adhérence et la migration et dans des réactions enzymatiques.
Ces processus cellulaires sont trés importants pour le développement et la mise en place du
systéme hématopoiétique, notamment pour la différenciation et 1’activation des cellules lors
des réactions immunitaires. Ceci suggere que les protéines Rho sont fortement impliquées

dans I’hématopoicse.
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1.1.2.6 Role des RhoGTPases dans I'hématopoiése

L’hématopoiese est 1’ensemble des phénoménes qui initient la production et le
remplacement continu et régulé des cellules du sang. Toutes les cellules sont produites a partir
d’une méme cellule : la cellule souche multipotente dite primitive. En présence de facteurs
stimulants, cette cellule va s’engager dans la différenciation d’une lignée cellulaire. Elle
devient alors un progéniteur. Apres plusieurs divisions et une potentialisation de la
différenciation, les progéniteurs deviennent spécifiques d’une seule lignée. Le maintien des
cellules dans la moelle osseuse, leur engagement dans un lignage hématopoiétique et leur
progression dans la différenciation sont régulés par des processus cellulaires tels que les
réarrangements du cytosquelette, la migration et D’activité transcriptionnelle, fonctions

régulées par les Rho GTPases.

1.1.2.6.1 Role des RhoGTPases dans les cellules souches et les
progéniteurs hématopoiétiques
Des expériences utilisant des mutants dominants négatifs ou constitutivement actifs

des Rho GTPases ont permis d’observer leur implication dans de nombreuses lignées

hématopoiétiques (Figure 8, ci-dessous) [100].
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Figure 8 : Représentation du systéme hématopoiétique et implication des petites GTPases et RhoGEFs aux
différents stades du développement [16]). Les cellules souches hématopoietiques de long terme (LT-HSC) se
développent en cellules souches hematopoiétiques de court terme (ST-HSC) puis en progéniteurs multipotents
(MPP) qui générent des progéniteurs myéloides communs (CMP) et les progéniteurs lymphoides communs
(CLP). Les CMPs se différencient en granulocytes, monocytes, cellules dendritiques (DCs), mastocytes,
érythrocytes et en plaquettes. Les CLPs se différencient en cellules B, T, natural killer (NK) et DCs. MEP :
progéniteurs erythro-megacaryocytaires ; GMP : progéniteurs granulo-monocytaires communs ; MDP :
progéniteurs dendro-monocytaires.
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Des expériences d’invalidation génique dans des souris ont permis de confirmer ces
résultats et de montrer la contribution des protéines Rho dans 1’hématopoiese. Deux groupes
de protéines ont été¢ définis selon leur fonction : les protéines Rho impliquées dans le contrdle
positif et la mise en place de I’hématopoicse et celles, au contraire, qui répriment ces
processus cellulaires. Il a été décrit que Racl, Rac2 et Cdc42 régulent positivement le
développement du systeme hématopoiétique. L’invalidation des homologues Racl et Rac2 a
permis de montrer des fonctions bien distinctes de ces deux protéines dans les cellules
souches et les progéniteurs murins. Racl est nécessaire a leur localisation et leur migration
dans la moelle osseuse alors que Rac2 est impliquée plutot dans le maintien de ces cellules
dans ce méme organe [114-116]. Ces protéines sont également impliquées dans la
prolifération et la survie des cellules souches et des progéniteurs. Une invalidation de Racl
induit un défaut dans les voies de signalisation du récepteur tyrosine kinase c-Kit, impliqué
dans la régulation, la survie et la prolifération des cellules hématopoiétiques. L’invalidation
de Rac2 conduit plutét a un phénotype pro-apoptotique [115]. La GTPase Cdc42 régule le
trafic et le maintien des cellules dans la moelle osseuse par le contrdle du cytosquelette
d’actine, de ’adhérence et de la migration [117]. Une invalidation de Cdc42 conduit a une
augmentation de I’activité du cycle cellulaire, a une perte de quiescence des cellules souches
et a I’accumulation et la mobilisation des cellules progénitrices, par des modifications
transcriptionnelles de I’intégrine B1, de p21cip et du facteur de transcription cMyc [117]. Au
contraire, RhoA, beaucoup moins étudiée que Racl, Rac2 et Cdc42, réprime les fonctions de
Racl et Rac2. L’inhibition de RhoA par utilisation d’un dominant négatif dans de la moelle
osseuse de souris a permis d’y observer un meilleur maintien des cellules souches et des
progéniteurs dans cet organe [118]. Ces données montrent donc que les Rho GTPases RhoA,
Racl/2 et Cdc42 ont un rdéle important pour la régulation des cellules souches et des

progéniteurs hématopoiétiques mais avec des fonctions antagonistes.

1.1.2.6.2 Role des RhoGTPases dans la myélopoiese

La production de cellules matures du sang requiert la différenciation des cellules
souches en progéniteurs : le CMP (Common Myeloid Progenitor) a ’origine des lignages
my¢éloides et le CLP (Common Lymphoid Progenitor) a I’origine des lignages lymphoides.
Les progéniteurs my¢loides (CMPs) permettent la production des granulocytes, macrophages,
mégacaryocytes et des érythrocytes. Il a été montré que la Rho GTPase Cdc42 intervient dans

ce processus biologique : des souris invalidées de facon conditionnelle pour le géne Cdc42
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présentent un nombre diminué de progéniteurs primitifs conduisant a une augmentation de la
population des progéniteurs polynucléaires/monocytiques (GMP) et une diminution des
progéniteurs mégacaryocytiques/érythroides (MEP) et des progéniteurs my¢loides communs
(CMP). L’invalidation de Cdc42 chez les souris provoque une altération du systéme
hématopoiétique : monocytose, neutropénie et éosinopénie. Cette absence de CDC42 entraine
¢galement le développement d’un syndrome myeloprolifératif fatal avec une prolifération
anormale des progéniteurs myéloides GMPs, des cellules immatures telles que les myélocytes
et les métamyélocytes, et des cellules matures comme les monocytes et les neutrophiles dans
la moelle osseuse et la rate, et avec une infiltration des cellules myéloides dans d’autres
organes tels le foie et les poumons [119]. L’implication des protéines Rac dans la
my¢lopoicse a été observée in vitro dans des cellules souches et des progéniteurs isolés de
souris dans lesquelles les geénes codant ces RhoGTPases ont été invalidés de facon
conditionnelle. L’invalidation de Racl induit une diminution de la prolifération des
progéniteurs myéloides en réponse au facteur des cellules souches (SCF), associée a un taux
diminué de cycline D1 et de la phosphorylation de Erk1/2 (p42/p44) [115]. L’invalidation de
Rac2 induit une augmentation de I’apoptose de ces progéniteurs suite a la stimulation par le
SCF, caractérisée par une diminution de 1’activation d’AKT [115]. Ces résultats nous
démontrent que les protéines Rho ont des fonctions régulatrices importantes dans la
différenciation myéloide ; plus particulierement Racl, Rac2 et Cdc42 controlent positivement

les processus cellulaires associés (Figure 8, page 25).

1.1.2.6.3 Role des RhoGTPases dans la lymphopoiése
Le role des Rho GTPases dans les lymphocytes a tout d’abord été¢ observé par la

surexpression de dominants négatifs ou de mutants constitutivement actifs. Les Rho sont
impliquées dans les voies de signalisation du TCR et du BCR, la migration, la réponse

cytotoxique, la sécrétion de cytokines [18, 120-124].

1.1.2.6.3.1 Role des RhoGTPases dans les lymphocytes B

Le développement des lymphocytes B débute dans la moelle osseuse et suite a de
nombreuses étapes de maturation, résulte en la présence de cellules B exprimant des
immunoglobulines M (IgM), qui migrent vers la rate, ou elles finiront leur maturation (stades

TO a T2) pour donner des cellules B folliculaires et des cellules B de la zone marginale. Les
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cellules B folliculaires circulent ensuite vers les organes lymphoides secondaires, par la voie
sanguine. Suite a I’engagement du récepteur des cellules B (BCR), les cellules sont activées,
migrent dans les tissus lymphoides et en présence des lymphocytes T se différencient, soit en
cellules plasmatiques qui sécrétent des anticorps, soit en cellules B mémoires (Figure 9, ci-

dessous) [18].
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Figure 9 : Role des RhoGTPases et de leur régulateurs dans le développement et la fonction des
lymphocytes B (d’aprés Tybulewicz et Henderson [18]). Les progéniteurs B de la moelle osseuse, appelés
Pro-B, subissent un réarrangement des geénes des chaines lourdes des immunoglobulines. Cet assemblement
terminé, les cellules sont alors appelées Pré-B pour pre-B Cell Receptor (BCR), dans lesquelles des
réarrangements des chaines 1égéres des immunoglobulines sont effectués. Ces cellules B, présentant le BCR,
sont encore immatures et migrent alors par la voie du sang de la moelle osseuse vers la pulpe rouge de la rate,
ou elles seront maturées en cellules B a I’état transitionnel de type 0 (TO0), puis T1 et T2, et finalement en
lymphocytes B folliculaires ou de la zone marginale. Les cellules B folliculaires circulent alors par voie
sanguine jusque dans les organes lymphoides secondaires (rate, moelle osseuse, ganglion lymphatique). Leur
migration dans le centre germinatif (GC, Germinal Centre) les active alors en cellules B-GC. En présence de
lymphocytes T, elles se différencient soit en cellules B mémoires soit en cellules B sécrétrices d’anticorps
(plasmocytes).
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Le role des protéines Rac, Racl et Rac2, dans les cellules B a été observé grace a des
souris dans lesquelles les geénes codant les RhoGTPases ont été invalidés. Alors que
I’invalidation de Racl seule n’altére pas la différenciation des lymphocytes B, la perte
simultanée de Racl et Rac2 conduit a un blocage complet du développement de tous les
lignages B avec un arrét de la maturation des cellules B dans la rate [125, 126]. L’invalidation
de Rac2 seule résulte en une perte des cellules B de la zone marginale sans affecter les
cellules B folliculaires. L’invalidation de Rac2 dans les lymphocytes B affecte la formation de
la synapse immunologique par un défaut d’adhérence, impliquant I’intégrine LFA1 et de la
réponse des cellules B indépendantes des lymphocytes T [125, 127]. En I’absence de Rac2, la
prolifération des cellules B induite par I’activation du BCR est réduite, phénomene associé a
la diminution des flux calciques, de 1’activation d’AKT et a I’augmentation d’expression de
BCL-XL et de la cycline D2 [126]. Les protéines RhoG et RhoA sont également
impliquées dans la différenciation des cellules B. RhoG en est un régulateur négatif ; en effet,
son invalidation induit une augmentation modérée de la réponse immunitaire humorale, de la
prolifération des cellules B et de 1’activation du BCR [128]. Au contraire, RhoA est un
régulateur positif : ’absence de RhoA conduit a une diminution de la production de InsP3
(Inositol-1.4.5-triphosphate) induite par l’activation du BCR, a une altération des flux
calciques et de la prolifération des cellules B. Seule I’invalidation de RhoC n’induit pas

d’altération dans le développement, I’activation et la migration des lymphocytes B [129, 130].

Le développement des cellules B est ¢galement perturbé en 1’absence des protéines
régulatrices des RhoGTPases, telles les GEFs Vav et Lsc [125]. Vavl est une protéine
régulatrice de Racl, Rac2 et RhoG ; Vav2 et Vav3 modulent I’activation de RhoA, RhoB et
RhoG et Lsc régule RhoA. En I’absence de Vavl, le nombre de cellules B T1 est fortement
diminué mais peu d’effets sont observés sur le développement des cellules B folliculaires ou
de la zone marginale, en dépit d’une signalisation BCR défectueuse ; de méme en absence de
Vav2 [131]. Une invalidation simultanée de I’expression de Vavl et Vav2 permet d’observer
un blocage du développement qui résulte en une diminution du nombre de cellules B
folliculaires et de la zone marginale et en un défaut de la réponse humorale dépendante et
indépendante des lymphocytes T [132-134]. Alors que I’invalidation des protéines Rac résulte
en un blocage de la maturation au stade TO avant la migration dans la pulpe blanche de la rate,
I’absence des protéines Vav bloque le développement au stade T1 mais ne produit pas d’effets

sur la migration vers la pulpe blanche ni sur la réponse aux chimiokines [130].
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1.1.2.6.3.2 Role des RhoGTPases dans les lymphocytes T

Le développement des lymphocytes T commence dans le thymus, les cellules CD4
/CD8" appelées « double négatifs » ou DN se différentient en double positifs (DP) puis en
simple positif (SP) CD4'CD8 et CD4CDS". Ces cellules naives circulent ensuite vers les
organes lymphoides secondaires. Le contact du récepteur des cellules T (TCR) avec un
antigéne induit I’activation des cellules T et conduit a leur différenciation en effecteurs et

cellules T mémoires (Figure 10 ci-dessous) [18].
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Figure 10 : Différenciation et migration des lymphocytes T dans le thymus et expression des marqueurs de
surface [9]. A. Différenciation des lymphocytes T. Les lymphocytes T se différencient dans le thymus. Un progéniteur
hématopoiétique migre dans le thymus au niveau de la jonction cortico-médullaire et subit plusieurs étapes de
différenciation DN ou doublement négatifs pour CD4 et CD8 dans la zone externe du cortex. Les cellules migrent
ensuite dans la zone interne du cortex du thymus et deviennent doublement positives pour CD4 et CD8. Par une
interaction de leur TCR avec les cellules épithéliales du cortex, les thymocytes positifs soit pour CD4, soit pour CD8
(CDA4SP ou CD8SP) sont alors sélectionnés. Ces cellules sont également appelées ISP ou Immature Single Positive. Les
cellules positivement sélectionnées migrent dans la médulla ou les cellules autoréactives sont éliminées par sélection
négative. Les thymocytes CD4SP ou CD8SP migrent alors vers les ganglions lymphatiques et sont alors activés en
cellules T auxiliaires ou T cytotoxiques en présence de cellules présentatrices d’antigéne. B. Expression des marqueurs
de surface. La différenciation des thymocytes est caractérisée par 1’expression de marqueurs a la surface des cellules,
tels que CD3, CD4, CDS, CD25, CD44, CD62L, CD69, CD117, CD127 et TCR.
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L’invalidation de RhoC chez des souris n’entraine pas d’altérations dans le
développement, 1’activation et la migration des cellules T comme il 1’a été observé dans les
lymphocytes B [129]. Racl, Rac2 et RhoA sont cependant impliquées dans la différenciation
des lymphocytes T. L’expression d’un mutant constitutivement actif de Racl résulte en une
diminution du nombre des thymocytes DP présents dans le thymus [124, 135]. L’activation
constitutive de RhoA, quant a elle, conduit a une sélection positive plus efficace des
thymocytes CD8'/CD4  [136]. L’expression de Rac2 constitutivement activée augmente
I’apoptose des thymocytes SP ou DP et son invalidation induit un défaut de la différenciation
T, a des stades beaucoup plus tardifs, en 7" Helper 1 [137, 138]. Ces protéines Rho
interviennent dans le développement des lymphocytes T également a travers 1’activation du
récepteur des cellules T ou TCR et des processus cellulaires associés. En effet, il a été décrit
que RhoA est un régulateur positif de la signalisation du TCR des lymphocytes T et de
I’adhérence des thymocytes et des lymphocytes T par I’intermédiaire des intégrines f1 et 2
[136, 139]. De méme I’é¢tude de Rac2 a montré un réle important de cette derniére dans la
maturation des cellules T. Les lymphocytes T dans lesquels Rac2 a été invalidée, présentent
un défaut partiel de 1’activation induite par le TCR et de leur prolifération. Ces événements
sont associés a une diminution des flux calciques et de 1’activation de Erk1/2 et p38, a une
production fortement diminuée d’interféron gamma ainsi qu’a une altération du
chimiotactisme par les chimiokines CCL19 et CCL21, impliquées dans la migration des

cellules T vers les ganglions lymphatiques [140, 141].

Les GEFs interviennent également dans le développement des lymphocytes T. Des
souris déficientes pour Vavl présentent un blocage du pré-TCR avec un défaut de la sélection
positive et négative des thymocytes. Leurs cellules T proliférent moins bien et sécrétent moins
d’interleukines 2 et 4 et d’interféron gamma en réponse a la stimulation du TCR, suggérant
que Vavl est impliquée aussi bien dans la différenciation des 7 Helper 1 et des T Helper 2
[142, 143]. Les thymocytes déficients pour Vavl présentent aussi une déficience dans les
voies de signalisation induites par le TCR : diminution des flux calciques et de 1’activation
des voies de signalisation de Erk1/2 et PI3K [135, 144-148]. Vavl est également requis pour
la transduction des signaux conduisant a I’activation de LFA1 et la formation de la synapse
immunologique. Son invalidation induit une diminution de la polymérisation de 1’actine, avec
pour conséquence l’absence de formation de la synapse immunologique [149, 150]. 1l a

¢galement été décrit que les protéines régulatrices des RhoGTPases (GEFs : aPIX, DOCK2 et
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IBP, et les RhoGDlIa et ) sont également importants dans la transduction du signal durant

I’activation et le développement lymphocytaire T [18].

Toutes ces données montrent bien que les Rho GTPases sont des protéines ayant un
role trés important dans le développement hématopoiétique du fait de leurs différentes
fonctions dans le cycle cellulaire, 1’adhésion, la migration et la transcription génique.
Récemment, il a également ét¢é montré que RhoH, un membre atypique de la famille Rho,
joue un rdéle dans I’hématopoiese et plus particuliecrement dans le développement et

I’activation des lymphocytes T.

1.1.2.7 Tableau récapitulatif des fonctions des protéines Rho dans
I'hématopoiese

(Tableau 1, page suivante)
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Tableau 1 :

RhoGTPase

Tableau récapitulatif des fonctions des protéines Rho dans 'hématopoiése

Invalidation

Expression

Racl

Rac2

Racl, Rac2

Cdc42

RhoA

RhoG

RhoC

HSC/Ps : Cellules Souches / Progéniteurs Hématopoiétiques ; HSCs

(Knock-Down, Dominant Négatif...)

| régulation, survie, prolifération de HSC/Ps (cKit)

| localisation des HSC/Ps dans la moelle osseuse in vivo
| migration des HSCs dans la moelle osseuse

| migration des HPs (+SCF)

pas daltération du développement des LB

(mutant constitutivement actif...)

| nombre de thymocytes DP dans le thymus

| maintien des HSC/Ps dans la moelle osseuse
| prolifération des HSC/Ps
T proapoptose des HSC/Ps

T apoptose dans progéniteurs myéloides (+SCF)

| nombre de LB dans la zone margmnale de la rate

présence de LB folliculaires dans la rate

| formation de synapse immmunologique des LB (intégrines )
| réponse immunologique lymphoide B mdépendante des LT

Arrét de la différentiation lymphoide T (T Helper 1)
| partielle de l'activation du TCR dans LT

| prolifération lymphoide T

| flux calciques dans LT

| activation Erk1/2 et p38 dans LT

| production INFy dans LT

| production de CCL19 et CCL21 dans LT

1 apoptose des thymocytes SP ou DP

| apoptose des thymocytes SP ou DP

Arrét du développement des LB dans la rate

| trafic, maintien. adhésion et migration HSC/Ps dans la moelle osseuse
T activité du cycle cellulaire dans HSC/Ps

| quiescence des HSCs

1 nombre et mobilisation des HPs

in vive :monocytose, neutrophilie, éosinophilie, développement d'un
syndrome myéloprolifératif fatal

T GMP. myélocytes, métamyélocytes. monocytes, neutrophiles dans
la moelle osseuse et la rate

infiltration des cellules myéloides dans le foie et les poumons

1 maintien des HSC/Ps dans la moelle osseuse

| production de InsP3 suite a l'activation du BCR. dans LB
| flux calciques dans LB
| prolifération des LB

T sélection des thymocytes CDE™/CD4”
| signalisation du TCR dans LT

1 adhérence des thymocytes et LT

1 modérée de la réponse immmmitaire humorale
T prolifération des LB
T activation du BCR dans LB

pas d'altération du développement, ni activation, ni migration des LB

pas d'altération du développement, ni activation, ni migration des LT

Double Positif ; LB : Lymphocytes B ; LT : Lymphocvtes T.

: Cellules Souches Hématopoiétiques ; HPs : Progéniteurs Hématopoigtiques ; DP -
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1.2 RhoH, un membre atypique de la famille Rho
RhoH est un membre de la famille des RhoGTPases spécifiquement exprimé dans les
leucocytes. Cette protéine ne possede pas d’activité GTPasique, ce qui la place parmi les
protéines Rho atypiques. Elle présente de plus les caractéristiques suivantes : elle est codée
par un gene ayant une structure trés complexe, lui conférant un profil d’expression
transcriptionelle particulier. L’originalité du géne RHOH sera détaillée ci-apres dans cette
introduction. Nous présenterons ensuite les particularités de la protéine au sein de cette

famille des Rho GTPases.

1.2.1 Legeéne RHOH

1.2.1.1 Découverte du gene RHOH
Le geéne RHOH, initialement appel¢ TTF pour Translocation Three Four, puis

RHOH/ARHH pour Ras HOmolog gene family member H/Analog of Ras Homologous
member H, a été cloné puis identifié au laboratoire suite a son réarrangement avec le géne
LAZ3/BCL6 dans une translocation chromosomique impliquant les chromosomes 3 et 4. Dans
cette translocation (3;4)(q27;p13), observée de maniere récurrente chez des patients atteints
de lymphome B non-Hodgkinien (B-LNH) de type folliculaire, la partie télomérique du
chromosome 3 (3q27) est échangée avec celle du chromosome 4 (4p13), aboutissant a la
formation de deux nouveaux chromosomes 3 et 4, dérivés de la translocation : der. 3 et der. 4
[151, 152]. Le gene BCL6, situé en 3927, code un facteur de transcription a doigts de zinc
impliqué dans la différenciation des lymphocytes B et le contrdle de la réponse immune par
les cellules T [153-156]. Des études de la région 5° génomique du gene BCL6, impliqué dans
la translocation (3;4) (q27;p13) et dans une monosomie du chromosome 3 avec des
microdélétions du géne BCL6 chez des patients atteints de LNH, ont montré la présence de
deux sites de fixation de facteurs de transcription en aval de I’exon la du géne BCL6 et dont
le rdle dans la physiopathologie a été fortement suspecté [157, 158]. Pour le gene RHOH situé
en 4p13, deux sites de point de cassure de la translocation t(3;4) ont été localisés distants de
1 000 bases ’un de I’autre, I’un majoritaire situé a environ 800 nucléotides en aval du 4°™
exon non codant [152, 159]. La cassure chromosomique a pour conséquence la perte de la
région 5’ non codante contenant les 4 premiers exons ainsi que des régions promotrices du

géne RHOH [152]. Par échange des régions régulatrices des génes RHOH et BCL6, la
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t(3;4)(q27;p13) pourrait induire une modification du profil d’expression de ces deux genes, ce
qui serait un facteur favorisant la tumorigénése et/ou modulant la réponse aux agents

thérapeutiques [152, 160].

Il est important de noter qu’aucun autre membre de la famille Rho n’a été associé a
une translocation chromosomique. Cependant, les génes LARG (Leukemia Associated Rho
GEF), une protéine RhoGEF, ARHGAP20 et GRAF (GTPase Regulator Associated with the
Focal adhesion kinase ppl25), deux membres des RhoGAPs, ont ét¢ décrits comme étant
impliqués dans ce type d’anomalies, respectivement, chez des patients atteints de leucémie
my¢éloide aigue de type myélomonocytaire (FAB-M4), de leucémie lymphoide chronique et

de leucémie myélo-monocytaire juvénile [161-163].

1.2.1.2 Structure du géene RHOH

En déterminant la structure des ARN messagers du géne RHOH par des techniques de
RACE-PCR, RT-PCR et de séquencage, notre équipe au laboratoire a mis en évidence une
importante hétérogénéité des extrémités 5° des transcrits RHOH, due a la présence de
plusieurs sites d’initiation de la transcription et de sites d’épissage alternatif. Ces résultats ont
permis en 2004 de préciser I’enchainement des introns et des exons et de décrire la structure

complete du géne RHOH [2].

Le locus du géne RHOH est situé en 4pl3 et présente une orientation 5°-3° du
télomere vers le centromere. Il s’étend sur une séquence nucléotidique de 55 000 bases (55
Kb), la partie 5° seule sur environ 50 Kb, et comporte un intron de 37.9 Kb entre les exons 4
et 5 (Figure 11, page 36) [2]. Le géne RHOH est constitué de 7 exons : les exons non codants
1 a 6 situés dans la région 5° génomique et I’exon 7, unique exon codant la protéine RhoH.
Les jonctions exon/intron ont été déterminées respectant pour la plupart la séquence
consensus 5’gu et 3’ag au niveau des extrémités d’un intron situé entre deux exons (Figure
12, page 36) [2]. Il est également important de noter la présence de deux sites d’épissage
alternatif dans ’exon 4 (ag/cc ; ag/tt) situés aux nucléotides 51 et 71 en regard de I’extrémité

5’ de I’exon (Figure 13, page 37) [2].
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Figure 11 : Structure du géne RHOH (d’apreés Lahousse et collaborateurs [2]). Le géne RhoH s’oriente du
télomere (tel) vers le centromere (cen). Il contient 6 exons non codants tout d’abord appelés exons X1, la, X2,
1b, X3 et X4 et précédant le seul exon codant pour la protéine RhoH, I’exon 2. Ces exons ont ensuite été
renommés respectivement exons 1, 2, 3,4, 5, 6 et 7 [11]. Le géne RHOH s’étend sur 55 Kb et comporte un
intron de 37.9 Kb entre les exons 4 et 5. 3 sites d’initiation de la transcription ont été décrits en amont de I’exon
1, 2 et 4 et représentés ici par des fleches ; les promoteurs putatifs P1, P2 et P3 correspondent a ces sites
d’initiation de la transcription. De plus, des sites de polyadénylation ou poly(A) ont également été observés en
aval de I’exon 7 [2].

Taille de
/§' intron exon (bp) intron (kbp)

GTGAATAAG/gtogattaa
o+ TAAAGGGCAGCTGTGA. ...ooooevoce.....GOCCATTTGlgigaGMGCL

clgagattaa* ACTGTGTG CGCAGCCAG/gtatgacaa

ga?tgchETGCTGCCCC ........................ ..CTGCAACAG/gtaaggatt
gaag/TTTTATCTATACATACAGIGAAA.....GAGGCCAAGIgtagateg
tgttettgcaQTTTCCAAC. ...cciciiiiinnisassnnnns ACACACCAG/gttgctactg

ttictgticcag/TTGAAGAC. ...c..cevvvvrnrsnsranns ATGCTTGTA

Figure 12 : Séquences nucléotidiques encadrant les jonctions exon/intron du géne RHOH (d’aprés
Lahousse et collaborateurs [2]). La taille des exons et des introns est respectivement donnée en paires de
bases (pb) et en milliers de paires de bases (Kpb). Les séquences exoniques sont en majuscules et les séquences
introniques en minuscules. Les nucléotides de chaque jonction exon/intron sont indiqués en gras et soulignés.
Les fléches noires localisées aux extrémités 5’ des exons 1, 2 et 4 correspondent aux sites potentiels d’initiation
de la transcription. * présente a I’extrémité 5° de I’exon 3 indique que I’extrémité de I’intron correspondant n’a
pas pu étre identifiée précisément. ** signifie que les extrémités 3° des introns situés en amont des exons 1 et 2
n’ont pas été déterminées di a la position /eader de ces exons au sein des transcrits RHOH.
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exon 4

i 10 20 - 40

CCTGCTGCCC ACACACACTA ACCCAACCAT CTTGGGGTGG ACTCCCTGCC
60 T &80

AGICCCAACTG TTGTATTTTC AGTICTTCCAJ...]

— —-

Figure 13 : Sites d’épissage alternatif internes de I’exon 4 du géne RHOH (d’aprés Lahousse et
collaborateurs [2]). Les deux sites sont signalés par une écriture en gras et soulignée. Ils ont été localisés aux
nucléotides 51-54 et 71-74 par rapport au début de 1’exon 4. Les fléches correspondent aux sites d’initiation
de la transcription observés pour cet exon.

L’¢tude de la région 5’ a permis de décrire plusieurs sites d’initiation de la
transcription situés en amont des exons 1, 2 et 4. Des promoteurs putatifs pour ces régions ont
¢té nommés P1, P2 et P3 correspondant respectivement aux régions en amont de ces exons 1,
2 et 4 [11]. Plus précisément, la technique d’extension d’amorce réalisée sur cette région 5’ a
permis de mettre en évidence deux sites potentiels pour I’initiation de la transcription a partir
de I’exon 2, en position (+1) et (+14) en regard de son extrémité 5’ et pour I’exon 4, une
région majeure encadrant la position (+1) et un site mineur présent a la position (+31) en
regard de I’extrémité 5° (Figure 12, page 36 et Figure 13, page 37). Plusieurs sites ATG ont
¢té observés : un situ¢ a 210 nuclétotides de I’extrémité 5’ de 1’exon 7 et responsable de
I’initiation traductionnelle de la protéine RhoH et quatre autres, en amont, gouvernant quatre
courtes phases ouvertes de lecture (UORF, upstream Open Reading Frame) situées dans les
exons 1, 2, 4 et 6 de la région 5’ non traduite du géne RHOH. La présence de ces uORFs
renforce la complexité du géne et renvoie au role des régions non traduites dans la régulation
de la traduction de la protéine RhoH (paragraphe 1.2.1.4 page 39). L’analyse de la région 3’
génomique a révélé trois sites de polyadénylation de séquences consensus imparfaites
CATAAA, TATAAA, GATAAA situées respectivement a 409, 601 et 675 bp du codon stop
de I’exon 7 et des sites de fixation des queues polyA situées respectivement a 25, 15 et 21
nucléotides en aval de ces séquences. La région 3° présente de nombreux motifs riches en

séquences AU, qui pourraient étre impliqués dans la stabilité des transcrits [2].
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1.2.1.3 Structure des transcrits RHOH

Paralle¢lement a I’organisation génomique, Sylvie Zouitina-Galiegue et son équipe ont
¢tudié la présence et la position des différents exons du géne RHOH au sein de ses transcrits
[2]. Des expériences d’amplification génique et de séquengage de la région 5’ des transcrits
ont mis en évidence la grande hétérogénéité de ces séquences. En effet, bien que 1’exon 7
(exon codant la protéine RhoH) et I’exon 6 soient toujours présents, de grandes différences
ont ét¢ observées dans la taille et la composition de la région 5’ des transcrits RHOH.
L’équipe a ainsi identifi¢ dix transcrits dont la structure et le niveau d’expression varie d’un
type cellulaire hématopoiétique a un autre : en effet, ces dix transcrits sont exprimés dans les
lignées lymphoides B, 6 dans les T alors que seules 2 isoformes sont retrouvées dans les

lignées my¢loides (Figure 14, page 39) [2].

Leurs résultats indiquent que les exons 2, 4, 6 et 7 sont majoritairement présents dans
les transcrits des cellules hématopoiétiques étudiées, contrairement aux exons 1, 3 et 5. Ces
derniers sont plutdt associés aux formes mineures des transcrits RHOH. Dans les transcrits ou
I’exon 4 est inséré entre deux autres exons, celui-ci présente deux tailles différentes (180 et
200 bp), inférieures a celle observée lorsqu’il est I’exon leader dans la transcription (253 bp).
Ceci suggére que les 73 premiers nucléotides de 1’exon 4 sont importants pour la transcription
du gene RHOH. En clonant les différentes formes de transcrits RHOH dans la lignée
lymphoide B Raji, Sylvie Zouitina-Galiégue et ses collaborateurs ont mis en évidence un
profil d’expression pour les différents ARN messagers. Les trois transcrits majeurs retrouvés
dans les cellules B sont les isoformes constituées des exons « 4-6-7 » ; « 2-4-6-7 » ; « 2-6-7 »

(Figure 14, page 39) [2].
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Figure 14 : Structure des transcrits RHOH et leur expression dans différentes lignées cellulaires
hématopoiétiques (d’aprés Lahousse et collaborateurs [2]). A. Représentation des transcrits majeurs
et de leur profil d’expression dans des lignées hématopoiétiques. B. Représentation des transcrits
mineurs et de leur profil d’expression dans des lignées hématopoiétiques. L’organisation génomique de
RHOH est représentée au-dessus des isoformes de transcrits. La présence (+) ou non (-) de chaque
transcrit RHOH dans les différentes lignées cellulaires hématopoiétiques a été détectée par RT-PCR. E :
lignées érythroides, M : lignées myéloides, LT : lignées lymphoides T, LB : lignées lymphoides B.

1.2.1.4 Roéle des régions non traduites du gene RHOH

En plus de RhoH, deux autres membres de la famille Rho présentent ¢galement la

particularité de posséder un unique exon codant : RhoB et RhoG, alors que la séquence
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codante des autres membres de la famille Rho est répartie sur des régions comprenant de 3 a
18 exons [164-166]. Cette caractéristique des génes RHOH et RHOG serait due a des
événements de transfert de géne ou d’intégration rétrovirale [166]. Le gene RHOG comporte
¢galement un grand intron de plus de 20 Kb en amont de I’exon codant [167]. La comparaison
de RHOG et RHOH semble mettre en évidence une similarité entre ces deux génes ;
cependant, seul le géene RHOH est caractérisé par une région 5’ génomique tres étendue ET
trés complexe avec de nombreux exons non codants contenant des uUORFs. En revanche, il est
a noter que méme si le géne RAB27A de la famille Rab ne posseéde pas d’unique exon codant,
il présente de nombreuses similitudes avec RHOH. RAB27A est situé en 15q21.3 et s’étend
sur environ 85 Kb. Il comporte 9 exons dont deux (la et 1b) non codants, séparés par un
intron de 31 Kb. De plus, ce gene présente deux uORFs dans son exon la, précédant I’ATG
initiant la traduction de la protéine Rab27A localisé¢ dans le troisiéme exon [168]. Aucune
information sur le réle de cette région 5’ génomique n’a été transmise a ce jour, cependant les
auteurs ont émis I’hypothese que la présence de ces uORFs dans les transcrits serait un facteur
de régulation de la traduction. Des études in silico ont montré que seuls 9 % des transcrits de
vertébrés présentent un seul et unique uORF. En revanche, deux tiers des transcrits de proto-
oncogenes présentent au moins un uORF, notamment des oncogenes comme BCL2 et MYC
dont D’expression est modifiée lors de translocations chromosomiques impliquant les

séquences promotrices des genes partenaires [168, 169].

La plupart des genes humains présentent une région 5’ non traduite ou 5’-UTR
(UnTranslated Region) d’environ 200 bp et une région 3’ non traduite de 1 Kb [170]. En
regard des nombreuses isoformes de transcrits RHOH, nous pouvons observer que la taille de
leur région 5°-UTR varie de 470 a 906 bp et que leur région 3’-UTR mesure jusqu’a 1 Kb
environ. Le géne RHOH présente donc une structure complexe, plus particulierement dans sa
région 5’ génomique. Il est connu que de nombreux « éléments », présents dans les régions 5’
des genes, affectent la régulation transcriptionnelle et posttranscriptionnelle de I’expression
des génes, en modulant la transcription, le transport des transcrits hors du noyau, 1’efficacité
de traduction, la localisation subcellulaire et la stabilité. La grande complexité¢ de ces
mécanismes fait intervenir i) les structures primaires comme la présence d’introns, de sites
d’initiation de la transcription, de sites d’épissage alternatif, de régions riches en G+C, de
motifs de répétitions, ii) la présence d’'uORFs et iii) les structures secondaires stables dont
I’enthalpie libre (AGO) est inférieure ou égale a -30 Kcal/mol [170]. RHOH présente de
nombreux exons non codants dont les structures secondaires prédites sont tres stables et sont

précisées dans le Tableau 2 (page suivante), un intron trés grand et quatre uORFs dans la
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région 5°-UTR. Ceci suggere un role de cette structure complexe dans 1’expression spécifique

tissulaire et cellulaire de RHOH et dans la régulation de 1’expression protéique.

uORFs Qul oul Qul oul
(taille en nucléotides) (24) (60) (69) (21)

Structure secondaire prédite
(enthalpie libre ou AGO exprimée -36.4 -35 -62.9 ) -31
en KCal. Mol-1)

Tableau 2 : Tableau récapitulatif des principales caractéristiques retrouvées au sein des exons non

codants de RHOH : présence d’uORFs ou upstream Open Reading Frame et stabilité des structures
secondaires prédites [10].

1.2.1.5 Expression tissulaire et cellulaire du géne RHOH

La spécificité¢ de ’expression de RHOH a été mise en évidence par la technique de
Northern Blot & partir de tissus humains, de populations cellulaires sanguines purifiées et de
différentes lignées hématopoiétiques, en utilisant une sonde reconnaissant 1’exon 7 présent
dans tous les ARN messagers de RHOH [2]. L’expression de RHOH a ainsi ¢été détectée dans
les organes hématopoiétiques (thymus, rate) et dans les lymphocytes du sang périphérique
(Figure 15, page 42) [2]. Plus précisément, I’expression était élevée dans les lymphocytes,
faible dans les monocytes et pratiquement indétectable dans les polynucléaires. Ces résultats
ont été confirmés dans des lignées cellulaires par RT-PCR quantitative : une expression
transcriptionnelle de RHOH de 5 et 25 fois supérieure a été observée dans les lignées
lymphoides comparativement aux lignées érythroides et myéloides, respectivement (Figure

16, page 42) [2].
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Figure 15: Expression tissulaire des transcrits RHOH (d’aprés Lahousse et
collaborateurs [2]). La technique de Northen Blot a permis d’observer 1’expression
de I’ensemble des ARN messagers de RHOH par la présence de bandes de 2.2 et 1.8
Kb dans la rate, le thymus, les cellules mononucléées du sang périphérique (PBMCs)

et plus particuliérement dans les lymphocytes et faiblement dans les monocytes.

Expression relative de RHOH

.D.d‘.‘:,:.- r—

0 . v . - .
HSB2 CEM, Raji VAL U266, HEL HL60 U837 A431 HBL100

Lymphoide T Lymphoide B Myeloide Epithéliales
Erythroide

Figure 16 : Expression relative de la totalité des transcrits
RHOH dans différentes lignées cellulaires (d’aprés Lahousse et
collaborateurs [2]). Le taux de RHOH a été quantifié¢ dans des
lignées lymphoides T et B, une lignée érythroide, des lignées
my¢loides et épithéliales par la technique de RT-PCR quantitative
(chimie TagMan). Les amorces et la sonde de PCR ont été
positionnés dans les exons 6 et 7, présents dans tous les transcrits
RHOH décrits.
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Le géne RHOH est exprimé en une dizaine de transcrits, présentant une expression
spécifique dans certains types cellulaires : c’est le cas par exemple des transcrits constitués
des exons «2-4-5-6-7 », «2-3-4-6-7 » ou « 1-4-6-7 » spécifiquement exprimés dans ces
mémes lignées B ou du transcrit «2-4-6-7 » retrouvé presque exclusivement dans les
lymphocytes B (Figure 14, page 39) [2]. Nous noterons que ces transcrits spécifiques des
cellules B sont caractérisés par I'insertion en leur sein de I’exon 4. Une différence
d’expression est également observée pour certains transcrits : il a ét¢ ainsi montré que
I’isoforme « 2-6-7 » est exprimée 20 a 30 fois plus dans les lignées B que dans les lignées T
alors que I’isoforme « 4-6-7 » ne présente pas de spécificité puisqu’elle est retrouvée en
grande quantité et a des niveaux comparables a la fois dans les lignées B et T (un facteur 2 est
au maximum retrouvé). L hypothese suivante a été émise : 1’isoforme « 4-6-7 » serait utilisée
préférentiellement dans les cellules pour synthétiser la protéine RhoH. Les autres transcrits
serviraient plutdt & moduler la quantité de protéine RhoH nécessaire selon le type cellulaire.
L’activation cellulaire (par exemple, lymphocytes T activés comparés aux lymphocytes T
matures) pourrait étre €galement un facteur responsable des différences quantitatives et

qualitatives caractérisant les transcrits RHOH.

1.2.2  La protéine RhoH
La protéine RhoH est une petite protéine G appartenant a la famille Rho et dont le
profil transcriptionnel est restreint aux tissus hématopoiétiques et plus particulierement aux
leucocytes. La protéine RhoH présente de plus la particularité d’étre dépourvue d’activité

GTPasique et donc se trouve constitutivement associée au GTP.

1.2.2.1 Phylogénie des protéines Rho

23 genes de la famille Rho ont été découverts chez les mammiféres et codent des
petites GTPases. Celles-ci peuvent étre classées en 6 sous-groupes basés sur le pourcentage
d’identité de la séquence primaire en acides aminés, sur les motifs structuraux et des fonctions
biologiques similaires [7]. Une représentation schématique de leur arbre phylogénique permet
de comparer I’éloignement des protéines Rho entre elles et avec les autres GTPases de la
superfamille Ras (Figure 17, page suivante). La protéine RhoH présente une position

particuliére. La comparaison de ses domaines Rho la positionne plus proche des RhoBTB,
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bien que la séquence de RhoH ne présente pas d’homologie marquée avec les RhoBTB, ni ne

posséde de domaines BTB ni les mémes caractéristiques que ces dernieres [7].

Arf1 Ran1
Rab1A
RhoBTB-3
H-Ras
RalA
Miro-1
RhoH/TTF
RhoBTB-2
RhoBTB-1 Miro-2
Rnd1
Rnd2
RhoE/Rnd3
Cdc42 u!( RhoD
RhoB
Wrch-1 RhoC RhoA Rif

Chp/Wrch-2

Figure 17 : Arbre phylogénétique de la famille des petites protéines Rho et des représentants des autres
GTPases de la superfamille Ras (d’aprés Wennerberg et Der [7]). Une analyse phylogénétique des
séquences en acides aminés des domaines Rho des membres des RhoGTPases a été faite grace au programme
ClustalW. Les résultats montrent que cette famille peut étre divisée en 6 branches majeures : Rho, Rac, Cdc42,
Rnd, RhoBTB et Miro ; les protéines RhoH, Rif et RhoD ne sont pas intégrées dans ces groupes.
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1.2.2.2 Structure de la protéine RhoH

La prot¢ine RhoH a une séquence de 191 acides aminés, qui présente 27%
d’homologie avec la protéine H-Ras et 45% avec les membres de la famille Rho.
L’alignement de la séquence en acides aminés de la protéine RhoH avec celles des membres :

RhoA, Racl et Cdc42 a été représenté par Fueller et Kubatzky (Figure 18, ci-dessous) [12].

Boucle P Switch |
Racl -MQAI--KCVVVGDGAVGKTCLLISYTTNAFPGEYIPTVFDNYSANVMVDGKPVNLGLWD 57
Cdcdz2 -MQTI--KCVVVGDGAVGKTCLLISYTTNKFPSEYVPTVFDNYAVTVMIGGEPYTLGLFD 57
RhoA -MAAIRKKLVIVGDGACGKTCLLIVFSKDQFPEVYVPTVFENYVADIEVDGKQVELALWD 59
RhoH MLSSI--KCVLVGDSAVGKTSLLVRFTSETFPEAYKPTVYENTGVDVFMDGIQISLGLWD 58
Switch 1l
Racl TAGQEDYDRLRPLSYPQTDVFLICFSLVSPASFENVRAKWYPEVRHHCP-NTPIILVGTK 116
Cdc42 TAGQEDYDRLRPLSYPQTDVFLVCFSVVSPSSFENVEKEKWVPEITHHCP-KTPFLLVGTQ 116
RhoA TAGQEDYDRLRPLSYPDTDVILMCFSIDSPDSLENIPEKWTPEVKHFCP-NVPIILVGNK 118
RhoH TAGNDAFRSIRPLSYQQADVVLMCYSVANHNSFLNLKNKWIGEIRSNLP-CTPVLVVATQ 117

Insertion Rho | TAM-Like

Racl LDLRDDKDTIEKLKEKKLTPITYPQGLAMAKEIGAVKYLECSALTQRGLKTVFDEAIRAV 176
Cdecd2 IDLRDDPSTIEKLAKNKQKPI TPETAEKLARDLKAVKYVECSALTQRGLENVFDEAILAR 176
RhoA KDLRNDEHTRRELAKMKQE PVKPEEGRDMANRIGAFGYMECSAKTKDGVREVFEMATRAA 178

RhoH TDQR-——-—-~ EMGPHRASCVNAMEGKKLAQDVRAKGYLECSALSNRGVQQVFECAVRTA 170
CAAX

Racl LCPPPVKKR-———- KRKCLLL 192

Cdcd2  LEPPETQP-----—- KRKCCIF 191

RhoA LQARRGKK--—--~ KSGCLVL 193

RhoH VNQARRRNRRRLFSINECKIF 191

Figure 18 : Alignement de la séquence en acide aminé de RhoH avec celle des
principales Rho GTPases : RhoA, Racl et Cdc42 (d’aprés Fueller et Kubatzky [12]).
Les séquences protéiques de RhoA, Racl, Cdc42 et RhoH ont été alignées en utilisant le
programme ClustalW. Les domaines des protéines Rho ont été positionnés : la Boucle P,
les régions Switch I et Switch II, ’insertion Rho et le motif CAAX. Les résidus
importants et conservés ont été indiqués en rouge et la région basique en gras, en amont
du motif CAAX. Contrairement aux autres protéines de la famille Rho, RhoH présente de
plus un motif ITAM-like comprenant la séquence YxxA(X)sYXXA.

Ils ont ainsi positionné la boucle P et les domaines Switch I et II. Nous pouvons
remarquer le remplacement d’un résidu d’acide aminé conservé dans la boucle P, glyl2 ou
G12 dans Ras, Racl, Rac2 et Cdc42, par une sérine, en position 13 dans la séquence de
RhoH. Pour RhoE, protéine constitutivement associée au GTP, cet méme acide aminé est
¢galement remplacé par une sérine [12]. Un autre résidu important pour 1’activité GTPasique
intrinséque des Rho (GIn61 ou Q61 pour Ras, Gln63 ou Q63 pour RhoA) est remplacé par

une asparagine (N) dans le domaine Switch II de la séquence de RhoH, en position 62. Ces
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deux modifications entrainent un défaut de ’activité GTPasique intrinséque de la protéine
RhoH, décrit par Li et ses collaborateurs en 2002 [104]. Dallery et ses collaborateurs ont mis
en évidence le domaine d’insertion Rho de la protéine RhoH, qui ne fait que 7 résidus
d’acides aminés (alors que 13 résidus sont observés pour les autres RhoGTPases), la région
riche en résidus basiques située a I’extrémité C terminale et le motif CAAX [12, 151]. Les
résidus C terminaux de la protéine RhoH, CKIF, correspondent au motif CAAX
classiquement retrouvé chez tous les membres de la superfamille Ras. Ce motif CKIF a la
particularité d’étre modifié in vitro par une farnésyltransférase et faiblement par une
géranylgéranyltransférase, ceci influengant la localisation subcellulaire de RhoH [12]. Ces
résultats sont en accord avec la relocalisation cytoplasmique de RhoH suite a 1’utilisation
d’inhibiteurs de farnésyl- et géranylgéranyl- transférase [171]. RhoH est donc localisée a la
membrane grace au groupement lipidique ajouté a son extrémité C terminale mais est
¢galement retrouvée de facon diffuse dans le cytoplasme [104, 172]. RhoH présente de plus
un motif ITAM-like (Immunoreceptor Tyrosine base Activation Motif) comprenant la
séquence YxxA(X)sYxxA proche de celle du motif ITAM, caractérisé par deux tyrosines
espacées par 9-11 acides aminés (YxxL/I(X)ssYxxL/I. Pour RhoH, les (iso)leucines sont
remplacées par des résidus Alanine. Ce domaine ITAM-like est important pour les
interactions protéine-protéine entre RhoH et ses partenaires lors de la stimulation des voies de
signalisation, comme lors de son association aux domaines SH2 de ZAP70 observée au cours

de I’activation du TCR [12, 173].

1.2.2.3 Expression de la protéine RhoH dans les cellules hématopoiétiques

Nous avons vu précédemment que les transcrits du géne RHOH ont été mis en
évidence uniquement dans les tissus hématopoiétiques et plus particulierement dans les
leucocytes (paragraphe 1.2.1.4 page 38). Plus récemment, la mise au point d’anticorps a
permis d’observer, par la technique de Western Blot, 1’expression cellulaire de la protéine
RhoH. 1l a ainsi été mis en évidence que la protéine RhoH est fortement exprimée dans les
cellules mononucléées du sang périphérique humain, plus particulicrement dans les
lymphocytes T et B; alors qu’une absence totale de la protéine a été notée dans les

neutrophiles et les monocytes non activés quiescents (Figure 19, page suivante) [3].
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Figure 19 : Expression de la

protéine RhoH dans
différents lignages
hématopoiétiques (d’aprés
Schmidt-Mende [3D).
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lymphocytes B purifiés a partir
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Ces résultats sont en accord avec le niveau d’expression des ARN messagers de
RHOH décrite dans ces cellules dans la littérature [2, 104]. L’expression exclusive dans les
tissus hématopoiétique n’est pas spécifique de RhoH puisque la protéine Rac2, un membre du
sous-groupe Rac, est €également spécifiquement exprimée dans les tissus hématopoiétiques,
dans les lymphocytes sous certaines conditions d’activation, et contrairement a la protéine
RhoH, dans les cellules my¢loides et plus particulierement dans les neutrophiles matures [12,
174, 175]. Cette expression particuliere de Rac2 serait importante pour la différenciation des
précurseurs myéloides et pour la fonction de Rac2 dans les neutrophiles matures, lors de
I’activation de la NADPH oxydase [7]. RhoH pourrait donc étre importante pour la
différenciation des lymphocytes T et B.

La présence d’un motif ITAM-like et d’une courte insertion Rho dans la structure de la
protéine RhoH associée a son expression spécifique dans les leucocytes suggerent que RhoH
aurait un role bien particulier dans les lymphocytes comparativement aux autres membres de
la famille Rho. Plusieurs études ont permis de comprendre les fonctions physiologiques de

RhoH et son role dans certaines pathologies.
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1.3 Rdles physiologiques et pathologiques de RhoH dans le
systeme hématopoiétique

L’expression de RhoH a été mise en évidence principalement dans les leucocytes

mais également dans la moelle osseuse, le thymus et la rate suggérant que RhoH est exprimée

trés tot lors de la différenciation hématopoiétique, et donc dans les cellules souches et les

progéniteurs ou HSC/Ps (Hématopoietic Stem Cells / Progenitors).

1.3.1 Réle de RhoH dans les cellules souches et les
progéniteurs hématopoiétiques
Les fonctions de RhoH dans ces cellules ont été¢ mises en évidence grace a des études
faites chez la souris par les équipes de Gu et Dorn [176-178]. Deux approches ont été utilisées
: soit par surexpression de la version murine de RhoH dans des cellules HSC/Ps de souris par
transfert de géne rétroviral, soit par génération d’un modele de souris dans lequel le géne
RHOH a été invalidé par recombinaison homologue. Il a été ainsi mis en évidence que la
présence de la protéine RhoH exogene dans les HSC/Ps induit un défaut dans la reconstitution
du systeme hématopoiétique chez la souris agée de 6 mois, résultats corrélés a la diminution
de I’expansion cellulaire in vitro des HSC/Ps surexprimant RhoH en réponse au SCF (Stem
Cell Factor). Plus précisément, RhoH induit une diminution in vitro du nombre des colonies
des progéniteurs myé¢loides en présence de facteurs de croissance (G-CSF, MGDF,
SCF)[176]. En revanche, I’invalidation de RHOH n’induit pas de modification du nombre de
cellules my¢loides, érythroides et B-lymphoides matures chez la souris dgée de 6 ou 12 mois,
mais entraine une augmentation des érythroblastes spléniques et une diminution des
lymphocytes T dans la moelle osseuse, la rate et les ganglions lymphatiques [173, 177]. Ces
résultats montrent deux fonctions importantes de RhoH. D’une part, cette protéine inhibe la
croissance des cellules souches, des progéniteurs hématopoiétiques et des cellules myéloides

chez la souris ; d’autre part, elle semble essentielle au développement des lymphocytes T.

RhoH ne controle pas seulement la croissance des HSC/Ps, elle régule
¢galement d’autres processus cellulaires. En effet, cette protéine diminue la prolifération des
HSC/Ps mais également leur migration en présence de SDF1a (Stromal cell Derived Factor
la) par réorganisation du cytosquelette d’actine, et elle induit leur apoptose [176, 178]. Le

role de RhoH dans la migration interfére avec celui de Racl. La protéine Racl est associée a
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la formation des lamellipodes riches en actine favorisant la migration. Ce phénomene est
altéré en présence de RhoH, qui diminue I’activation de Racl et Rac2. Lorsque RhoH est
invalidée, 1’activation des protéines Racl et Rac2 est augmentée et Racl se trouve
constitutivement associée a la membrane. Ces données soulignent donc 1’existence d’un lien
entre RhoH et Racl et mettent en évidence le role antagoniste de RhoH vis-a-vis de Racl
dans les HSC/Ps murins (Figure 20, ci-dessous). Des études d’interactions protéiques de
RhoH dans les lignées cellulaires HEK 293 et 293 T ont montré son association avec les
protéines Pak, famille des p21-Activated Kinases et effecteurs communs a Racl et Cdc42
[179, 180]. A partir de ces informations, nous pouvons émettre 1’hypothése d’une régulation
de la migration des HSC/Ps par RhoH, par modification de I’activation de Racl et ce
probablement par interaction de RhoH avec soit Racl directement, soit avec les partenaires

directs de Racl.

Figure 20: Modéle de
Récepteur Membrane Plasmique régulation des processus
cellulaires dans les cellules
souches et progéniteurs
hématopoiétiques murins par la
protéine RhoH. En présence de
stimuli extracellulaires, la

l / v protéine Racl est activée ce qui

induit ’activation de Pak. Dans

m ce systetme, RhoH régule
négativement  l’activation de

@ Racl et les processus cellulaires
impliqués dans la prolifération,

T - i ; : i I’adhésion, la migration et la
prolifération, adhésion, migration, survie cellulaire .
survie des cellules souches et

progéniteurs hématopoiétiques.

Les différentes fonctions de RhoH dépendent des interactions avec ses effecteurs. Gu
et ses collaborateurs ont utilisé plusieurs mutants de RhoH afin de mettre en évidence les
domaines protéiques impliqués [178]. La version mutante de RhoH (T36A), ou la thréonine
en position 36 présente dans le domaine Switch I a été remplacée par un résidu Alanine
(Figure 18, page 45), leur a permis de montrer I’importance de cet acide aminé pour les
fonctions de RhoH dans les HSC/Ps. D’autre part, la délétion de I’extrémité C terminale de
RhoH comprenant le domaine polybasique et le motif CKIF, impliqués dans les interactions
protéiques et les localisations subcellulaires, entraine une modification de sa localisation qui

de membranaire devient nucléaire. Ces données montrent donc que le domaine Switch I, la
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région polybasique et le motif CKIF sont des régions critiques pour la localisation
subcellulaire de RhoH et son role dans le controle de I’activation de Racl dans les HSC/Ps.
La surexpression de RhoH dans des modé¢les murins a permis de mettre en évidence son role
de régulateur négatif dans le développement des progéniteurs myéloides. Ces résultats

suggerent son implication dans les réponses immunitaires innées.

1.3.2  RhoH dans I'immunité innée

L’immunité innée consiste en une série de systetmes de défense non spécifiques et
représente la premiere barriere de défense, toujours active, ne nécessitant pas de contact
préalable avec I’agent pathogene, et sans mémoire immunologique. Des cellules intervenant
dans ces fonctions immunitaires répondent rapidement a ’invasion par un agent pathogene en
détruisant les organismes étrangers par phénoméne de phagocytose. Ces cellules sont des
cellules my¢loides, soit phagocytaires comme les monocytes (macrophages) et les
granulocytes neutrophiles, soit sécrétrices de médiateurs inflammatoires telles les
polynucléaires basophiles, les éosinophiles et les mastocytes (Figure 21, ci-dessous). Outre
les cellules effectrices de cette immunité, de nombreuses molécules sont impliquées : les

facteurs plasmatiques, le systéme du complément et les cytokines proinflammatoires.

Immunite innge
{réponse rapide)

Inunumnite adaptative
{réponse lente)
Celhde dendritioue

Lyrriphocyle B

Anticorps

T{iD4- TCDA+

(ot Al Yes

e raptile @

Figure 21: Représentation simplifiée des différents intervenants (cellules et facteurs
inflammatoires) dans les réponses immunitaires innées et adaptatives.
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1.3.2.1 Réle de RhoH dans les neutrophiles

Les granulocytes neutrophiles sont le type de globules blancs les plus abondants chez
les mammiféres et constituent des acteurs essentiels du systéme immunitaire. Les réponses
fonctionnelles des neutrophiles sont augmentées suite a leur stimulation par des
hématopoiétines comme le GM-CSF (Granulocyte Macrophage - Colony Stimulating Factor)
[181]. RhoH n’est pas exprimée dans les neutrophiles quiescents, cependant, le GM-CSF
augmente rapidement son expression dans les neutrophiles matures deés une heure de
stimulation [3, 182]. L’expression de RhoH est également augmentée en conditions
inflammatoires, notamment dans la fibrose kystique appelée mucoviscidose) et dans les
neutrophiles de patients atteints de colites ulcératives et d’appendicite. La protéine RhoH se
trouve alors localisée a la membrane cellulaire [182]. Les neutrophiles ainsi stimulés
produisent de nombreux médiateurs proinflammatoires comme le leucotriene B4 (LTB4) qui
représente un facteur chimiotactique pour les neutrophiles eux-mémes et d’autres leucocytes
exprimant les récepteurs de ce médiateur lipidique [181, 183]. Par la génération de LTB4, les
neutrophiles ont un potentiel d’amplification de la réponse inflammatoire, nécessaire a
I’élimination effective des microbes mais qui peut conduire a I’endommagement des tissus en
cas d’inflammation persistante. L’activation des réponses immunitaires innées neutrophiliques
doit donc étre fortement contrdlée. Les neutrophiles produisent du LTB4 dés 30 minutes de
stimulation par le GM-CSF et le complément C5a, alors que les neutrophiles provenant de
patients atteints de fibrose kystique ont une production fortement réduite suite a cette
activation, inversement corrélée a I’expression de RhoH. Dans ces méme cellules, des valeurs
basses de LTB4 sont associées a une expression élevée de RhoH jusqu’a 5h de stimulation par
le GM-CSF. RhoH régule donc négativement la production de leucotricne B4 dans les
neutrophiles [182]. Par I'utilisation d’inhibiteurs, la méme équipe de recherche a mis en
¢vidence que cette fonction de RhoH dans les neutrophiles ne dépend pas de MEK1/2 mais

nécessite I’activation des voies de signalisation de la PKC, de la p38 MAPK et de la PI3K.

1.3.2.2 Role de RhoH dans les Natural Killer
Les cellules NK (Natural Killer) sont elles-aussi impliquées dans 1’immunité innée.
Elles détruisent les cellules infectées par les virus avant qu’ils aient eu le temps de propager la

maladie. Bien slir de nombreux mécanismes de régulation empéchent les NK de s’attaquer
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aux cellules saines. Les études d’invalidation de RHOH, dans des souris agées de 2 mois, ont
permis de mettre en évidence une augmentation du nombre de NK et de NKT (Natural Killer
T Iymphocyte) dans la moelle osseuse et la rate de ces souris, modification qui n’est plus
observée dans les souris RHOH™ adgées de 6 mois [177]. RhoH régule donc négativement la
production des cellules NK au début de la mise en place de ce lignage mais n’est pas
essentielle a long terme. Ces données, associées aux résultats obtenus dans les neutrophiles,
suggerent que RhoH est impliquée dans la régulation négative des processus de I’immunité

innée.

1.3.2.3 Role de RhoH dans les mastocytes

Les mastocytes sont des cellules présentes dans de nombreux tissus et contiennent de
nombreux granules riches en médiateurs physiologiques impliqués dans les processus
d’hypersensibilité et I’inflammation [184, 185]. Les mastocytes reconnaissent les antigénes
par I’intermédiaire des immunoglobulines IgE et par les récepteurs Fc spécifiques appelés
FceRI, présents a leur surface [186, 187]. L’activation des récepteurs conduit a la stimulation
de leurs voies de signalisation entralnant une mobilisation calcique, I’expression de genes
spécifiques et la dégranulation des mastocytes. La stimulation des FceRI conduit a I’activation
des kinases Lyn et Fyn de la famille Src, de la kinase Syk (de la famille de ZAP70) et a la
phosphorylation des motifs ITAM sur 'unit¢ y des complexes FceRI (Figure 22, page
suivante) [188, 189]. Syk activée va en retour phosphoryler LAT, LAT-2 et SLP-76 et induire

les cascades de phosphorylation associées [190-192].
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Figure 22 : Voies de signalisation des récepteurs Kit et FceRI dans les mastocytes (d’aprés Metcalfe et
collaborateurs [4]). L’activation des récepteurs FceRI et Kit par les antigénes induit une cascade de
phosphorylation, indiquée par des spots blancs cernés de rouge. Cette activation entraine la stimulation des
tyrosine kinases de la famille Src, comme Lyn ou de molécules signalétiques contenant des domaines SH2.
L’activation de Syk par le récepteur FceRI conduit a la phosphorylation de LAT et LAT2, a I’activation de
petites protéines G de la famille Ras, puis a la formation de complexes impliquant les protéines Gad, Grb2,
SLP76, SHC et PLCy1 et PLCy2, enfin a la libération du calcium intracellulaire. Ces signaux conduisent a la
dégranulation des mastocytes, a la génération de médiateurs inflammatoires et de cytokines par ces cellules, et a
de nombreux processus cellulaires, comme la prolifération, la différenciation, 1’adhésion, la migration et la
survie.

L’invalidation de RhoH n’induit aucune modification du développement des
mastocytes chez la souris ; cependant, leur dégranulation est fortement réduite, suggérant un
role de RhoH dans la signalisation du récepteur FceRI [176, 177, 193]. Précisément, I’absence
de RhoH inhibe la transduction du signal du récepteur FceRI en diminuant les flux calciques,
I’activation de nombreuses protéines et ce, a travers une réduction de la phosphorylation de
PLCyl, PLCy2, LAT, SLP76 et Syk, et de la production d’interleukine 6 et du TNFa (Tumor

Necrosis Factor o) [193]. En revanche, cette invalidation n’altére pas 1’activation de p38
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[193]. RhoH régule donc positivement les voies de signalisation du récepteur FceRI présent a
la surface des mastocytes. D une part, RhoH réprime la production de leucotriéne B4 dans les
neutrophiles et d’autre part, dans les mastocytes, elle est nécessaire a la dégranulation
cellulaire : les fonctions de RhoH dans I'immunité innée sont donc trés complexes et

dépendent essentiellement de la nature des cellules et des processus cellulaires étudiés.

1.3.2.4 Role de RhoH dans les pathologies myéloides

La leucémie aigue my¢loide (LAM) est une maladie caractérisée par la prolifération
clonale et I’accumulation de progéniteurs my¢loides dans la moelle osseuse, ce qui conduit a
un défaut du développement du systéme hématopoiétique ou une insuffisance médullaire
[194]. Le diagnostic biologique de la LAM est basé sur la morphologie cellulaire des blastes
et leurs caractéristiques immunophénotypiques, cytogénétiques et moléculaires [195].
L’incidence de cette maladie augmente avec I’age, les patients ont en moyenne entre 65 et 75
ans. Bien que ce soit une leucémie fréquente chez 1’adulte, son taux de survie a 5 ans reste le
plus bas de toutes les leucémies [196]. Cette pathologie représente environ 25% de toutes les
leucémies chez 1’adulte dans le monde occidental. 15 a 20 % des cas de LAM concernent des
patients de moins de 15 ans [197]. De nombreux facteurs pronostiques ont été identifiés dans
cette leucémie : 1’age, le status de la maladie, I’état des organes, la quantité de globules blancs

dans le sang, le caryotype et les autres anomalies moléculaires de ces cellules [198].

Récemment, une équipe japonaise a décrit une possible implication de RhoH dans la
résistance de la leucémie aigue my¢loide (LAM) aux agents thérapeutiques. L’inaccessibilité
des travaux ne permet pas de discuter des résultats obtenus, ni de savoir précisément les types
de LAM ¢étudiés. Cependant, nous savons que I’expression transcriptionnelle du géne RHOH
a été quantifiée dans 90 échantillons de moelle osseuse de patients atteints de LAM. Par une
analyse statistique de type Kaplan-Meier, ils ont suggéré qu’une faible expression du géne
RHOH serait un facteur de mauvais pronostic de la LAM chez ses patients. Une analyse
multivariable a montré que RhoH est un facteur pronostique défavorable indépendant de la
survie des patients atteints de LAM. La reconstitution de I’expression de RhoH dans ces
cellules conduit a la diminution de 1’activation des protéines Rac et a la déphosphorylation de
Bad, entrainant une réduction de la survie cellulaire. Les auteurs ont alors émis I’hypothése
que la faible expression de RhoH, entrainant une activation des protéines Rac, contribuerait a

la résistance aux agents thérapeutiques des cellules leucémiques. Sur la base de leurs résultats,
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ils proposent alors d’inhiber ces derni¢res et leurs voies de signalisation comme nouvelle

stratégie anti-leucémique [199].

Dans une lignée cellulaire, THP-1, dérivée d’un patient atteint de LAM de type 5 (selon la
classification internationale), Giindogdu et ses collaborateurs ont montré que I’expression
ectopique de RhoH conduit a une diminution de la présence de CD123, récepteur a I’IL3, a la
surface de ces cellules, associé a une baisse du taux des transcrits du géne IRF-1. A partir de
leurs résultats et de ceux obtenus dans les cellules proB (paragraphe 1.3.3.1, page 55), ces
données suggerent que l’expression de RhoH dans les LAM pourrait contribuer a la
prolifération accrue des cellules leucémiques induite par I’IL3 et ce en régulant 1I’expression

du récepteur, dépendante du facteur de transcripion IRF-1 [200].

1.3.3  RhoH et I'immunité acquise
La 1lére ligne de défense, I'immunité non spécifique, n’est pas suffisante.
L'organisme fait alors appel a un systéme de défense complexe : I'immunité acquise active,
induite par contact des lymphocytes T avec les cellules présentatrices d’antigéne de
I’organisme, et l'immunité acquise passive, dirigée par les anticorps sécrétés par les
lymphocytes B. Comme nous I’avons vu précédemment, RhoH intervient dans la régulation
de processus cellulaires au cours de I’immunité innée. Cette protéine possede également un

role dans les réactions immunitaires acquises.

1.3.3.1 Réle de RhoH dans les lymphocytes B

Le role de RhoH dans la différenciation des cellules B a été étudié par cytométrie en
flux dans la moelle osseuse, la rate et les ganglions lymphatiques de souris RHOH™ agées de
2 et 6 mois. Aucune altération aux différents stades du développement des cellules B de
moelle osseuse n’a été observée entre les souris RHOH et les souris controle [9, 177].
Cependant, méme si RhoH ne semble pas intervenir dans le développement des lymphocytes
B, elle est importante pour la signalisation du BCR. En effet, sa surexpression dans la lignée
cellulaire B Namalwa augmente le taux de protéines phosphorylées observées lors de
I’activation du BCR, par des anticorps anti-IgM [201]. RhoH elle-méme n’est pas
phosphorylée dans les cellules B activées mais interagit directement avec de nombreuses
protéines qui elles le sont ; elle s’associe de fagon constitutive a PLCy2 et a SYK, uniquement

lorsque cette derniére est activée suite a la stimulation du BCR. Ces données comparées a
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celles décrites dans les mastocytes nous permettent d’observer un réle commun de la protéine
RhoH en tant que régulateur positif des voies de signalisation des récepteurs BCR et FceRlI,
en interagissant avec PLCy2 et SYK (paragraphe 1.3.2.3 page 52). Grace aux techniques
d’immuno-purification et de spectrométrie de masse, il a également été¢ mis en évidence que
RhoH interagit avec des protéines non phosphorylées dans les cellules Namalwa,
indépendamment de la stimulation du BCR : ANKRDI13, une protéine inconnue, o- et [-
tubuline et ubiquitine [201]. L’association a 1’'ubiquitine suggere une dégradation de RhoH
par la voie du protéasome. Ces résultats sont en accord avec ceux de Schmidt-Mende et
collaborateurs, montrant que, suite a la stimulation du BCR, RhoH n’est pas dégradée par la

voie des lysosomes [3].

Recemment, une équipe allemande s’est interessée au role de RhoH dans la
signalisation du récepteur a I’IL3 dans une lignée murine pro-B BaF3 [200]. L’IL3 est une
cytokine qui stimule la différentiation des lymphocytes B et la sécrétion d’IgG par ces
derniers [202]. Giindogdu et ses collaborateurs ont montré en surexprimant et invalidant
RhoH, que celle-ci régule négativement les voies de signalisation en réponse a I’IL3, comme
la voie JAK-STAT [200]. Une forte expression de RhoH entraine une activation de STAT]I,
connue pour induire 1’apoptose ou bloquer le cycle cellulaire. En présence de RhoH, une
diminution de la prolifération est observée, associée a une augmentation des inhibiteurs des
Cyclin Dependent Kinases, p21cip et p27kip. A P’inverse, I’invalidation de RhoH induit une
augmentation de la croissance cellulaire dépendante de I’IL3, de ’activation de STATS et de

la présence de I’IL3 récepteur alpha (CD123) [200].

Dans les lymphocytes B, RhoH présente donc des roles différents selon la nature des
voies de signalisation engagées. D’une part, elle semble importante pour I’activation du
BCR ; d’autre part, elle régule négativement la prolifération cellulaire par activation des voies
JAK-STAT. Les fonctions de RhoH dans les cellules B sont donc complexes et dépendent de

facteurs encore inconnus a ce jour.

1.3.3.2 Role de RhoH dans les pathologies lymphoides B
Ces 15 dernieres années, des altérations du géne RHOH ont ¢été décrites, d’une part,
lors de réarrangements chromosomiques dans des lymphomes non-Hodgkiniens de type B et

d’autre part, dans deux leucémies B : la leucémie a tricholeucocytes et la leucémie lymphoide
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chronique. Des hypermutations somatiques aberrantes (ASHM, Aberrant Somatic

HyperMutation) du géne ont également été décrites dans de nombreux lymphomes.

1.3.3.2.1 Les hypermutations somatiques aberrantes du gene RHOH

Les hypermutations somatiques sont des processus physiologiques qui rendent
possible la substitution nucléotidique dans les chaines variables des immunoglobulines des
cellules B du centre germinatif, ce qui permettra d’augmenter 1’affinité d’un anticorps pour un
antigene spécifique [203]. Ces hypermutations sont aussi retrouvées dans des génes autres que
les génes des immunoglobulines, comme les proto-oncogénes PIM1, MYC, PAX5 mais aussi
RHOH. Ces genes sont également impliqués dans des translocations chromosomiques
suggérant que la présence d’hypermutations favoriserait la cassure des doubles brins d’ADN,
induisant alors des réarrangements chromosomiques [204]. Les hypermutations somatiques
aberrantes du géne RHOH ont été localisées principalement en aval de I’extrémité 3’ de
I’exon 4, sur environ 2000 nucléotides, mais quelques unes sont ¢galement présentes dans cet
exon [151, 152, 158]. Cette région coincide avec celle des points de cassures retrouvés chez
des patients porteurs de la translocation chromosomique (3;4), déterminée au laboratoire
(données non publiées). Ces mémes hypermutations sont retrouvées dans de nombreux
lymphomes non-Hodgkiniens tels que les lymphomes diffus a grandes cellules B (DLBCL,
Diffuse Large B Cell Lymphoma), lymphomes trés agressifs [205-213]. Dans 50% des
DLBCL, des hypermutations aberrantes ont été retrouvées dans le géne RHOH [158]. Ces
altérations augmentent avec la progression et la transformation des lymphomes, par exemple
lors de la transformation du lymphome folliculaire et de la leucémie lymphoide chronique en
DLBCL [214-217]. Les lymphomes Hodgkiniens, dont les traitements sont efficaces, sont
aussi la cible d’hypermutations somatiques aberrantes, cependant, le géne RHOH est
faiblement muté dans ces pathologies [218]. Ces résultats suggerent que les hypermutations
du gene RHOH seraient plutot présentes dans des types de lymphomes agressifs. Cependant,
Hiraga et ses collaborateurs ont montré, par 1’étude de 100 échantillons de patients atteints de
DLBCL, non traités, que 1’état hypermutationnel du géne RHOH n’est en fait pas corrélé avec
la survie des malades et ne peut €tre utilisé comme marqueur pronostique [219]. D’autre part,
aucune corrélation n’a €té faite entre les niveaux d’expression de RhoH et la présence de ces

mutations.
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1.3.3.2.2 Les translocations chromosomiques impliquant le gene
RHOH

Comme nous 1’avons évoqué précédemment, le géne RHOH subit des remaniements
chromosomiques (translocations) dans certains lymphomes non-Hodgkiniens (LNH)
folliculaires et dans un cas de myé¢lome multiple [152]. Le lymphome folliculaire est une
pathologie associée a une translocation (14;18)(q32;q21) primaire impliquant les geénes des
chaines lourdes des immunoglobulines /GH en 14q32 et BCL2 en 18q21, mais une autre
anomalie chromosomique secondaire, la t(3;4)(q27;p13), impliquant les geénes BCL6 (en
3q27) et RHOH (en 4p13) peut étre retrouvée [220]. Par 1’échange réciproque des régions 5’
génomique et promotrice des deux genes partenaires, BCL6 et RHOH, la transcription de ces
genes est alors modifiée [152]. Cette altération de leur expression pourrait intervenir dans la
progression des lymphomes folliculaires et étre un marqueur pronostique pour les lymphomes
folliculaires en transformation. Une autre translocation impliquant RHOH a été décrite dans
un cas de my¢lome multiple, la t(4;14)(p13 ;q32), qui résulte en un réarrangement du gene
RHOH avec le gene IGH. Cependant, le transcrit de fusion /[GH-RHOH n’a pas pu étre détecté
[152]. Cette anomalie, translocation t(4;14), a également été décrite dans un cas de lymphome
B de la zone marginale (Nodal Marginal Lymphoma) et dans des lymphomes spléniques [210,
221]. Bien qu’il s’agisse d’événements rares, ces réarrangements impliquant le g¢éne RHOH
sont présents dans les pathologies B. Cependant, I’implication de ces remaniements dans
I’expression du gene RHOH et dans le pronostic de ces maladies n’a pas encore été mis en

évidence.

1.3.3.2.3 Rodle de RhoH dans deux leucémies chroniques de type B

1.3.3.2.3.1 Role de RhoH dans la leucémie a tricholeucocytes

La leucémie a tricholeucocytes ou HCL (Hairy Cell Leukemia) est une maladie rare
représentant moins de 2% de ’ensemble des leucémies et dont la cause est inconnue. L’HCL
touche principalement des hommes de plus de cinquante ans. Cette maladie est caractérisée
par une infiltration de certains organes par les cellules leucémiques, principalement la moelle
osseuse, le foie, la rate et le sang périphérique en moindre proportion. Les traitements actuels
sont relativement efficaces cependant le taux de rechutes reste assez ¢levé du fait de la
persistance des cellules leucémiques [222]. Les cellules tumorales ont un aspect « chevelu »
dues a la présence de nombreuses expansions cytoplasmiques. Elles expriment fortement le

marqueur de surface CD11c, une intégrine 2 marqueur d’adhérence. Les lymphocytes malins
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isolés de patients atteints de cette maladie présentent une expression du géne RHOH
inférieure a celle des lymphocytes B normaux, répression plus modérée dans les lignées
cellulaires modéeles de I’HCL, comparées a d’autres lignées cellulaires provenant de
lymphomes de Burkitt, plasmocytomes ou de leucémies lymphobastiques aigues des cellules
T [223]. Aucune mutation n’a été observée au sein du géne RHOH dans la leucémie a
tricholeucocytes, suggérant que cette répression serait due a des événements transcriptionnels.
Le rdle physiopathologique de RhoH dans I’HCL a été étudié¢ au laboratoire en collaboration
avec le Dr Carl Simon Shelley (Gundersen Lutheran Medical Foundation, La Crosse, WI)
[223]. En restituant I’expression de RhoH dans une lignée cellulaire modéle de la HCL, il a
ainsi ¢été observé une diminution de la prolifération, de 1’adhésion homotypique et
hétérotypique et de la migration transendothéliale, processus cellulaires impliqués dans la
progression de la maladie. Par I’utilisation d’un modéle de xénogreffe, les auteurs ont
¢galement mis en évidence que la restitution de 1’expression de RhoH contrecarrait le
phénotype leucémique avec une diminution de la splénomégalie et de la taille des tumeurs
[223]. Ces données suggerent qu'une expression ¢levée de RhoH serait un facteur protecteur

de la leucémie a tricholeucocytes chez la souris.

1.3.3.2.3.2 Role de RhoH dans la leucémie lymphoide chronique

L’expression de RhoH dans la leucémie lymphoide chronique (LLC) a également été
¢tudiée. Cette maladie est une des leucémies les plus fréquente chez I’adulte et pour laquelle
les traitements ne sont pas efficaces [224, 225]. Cette pathologie est caractérisée par une
expansion clonale, principalement dans le sang périphérique, mais aussi la moelle osseuse et
les ganglions lymphatiques de petits lymphocytes B matures, exprimant les marqueurs de
surface CD19, CD23 et CDS5. Sanchez-Aguilera et collaborateurs ont mis en évidence une
expression de RHOH plus élevée de 2,3 fois dans les cellules tumorales de patients atteints de
LLC comparées a des lymphocytes B isolés du sang périphérique de donneurs sains [226].
Les formes agressives de LLC sont associées a une absence de mutations somatiques des
genes des chaines variables des immunoglobulines (IGVH), a une expression forte de la
protéine ZAP70 (Zetachain Associated Protein kinase 70) et dans la majorité des cas, a une
surexpression de 1’oncogéne TCL1 (7-Cell Leukemia/Lymphoma 1) [227-230]. ZAP70 est une
tyrosine kinase qui interagit avec RhoH dans les lymphocytes T et joue un role central dans la
transduction du signal du TCR (T Cell Receptor). TCL1 est une protéine associée au domaine
Pleckstrin Homology des protéines de la famille AKT, ce qui favorise leur dimérisation et leur

activité. Récemment, il a ét¢ montré qu’elle est impliquée dans les voies de signalisation du
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BCR dans la LLC [231]. Ces données suggerent que la surexpression de RHOH dans la LLC
pourrait intervenir dans la transduction du signal du BCR dans ces cellules mais aussi dans la

progression de la maladie.

Sanchez-Aguilera et ses collaborateurs ont étudié le role physiopathologique de RhoH
dans la LLC en utilisant un modele murin Ep-TCL1 exprimant 1’oncogene TCLI
spécifiquement dans les cellules B, générant une forme de LLC non mutée et treés agressive
[232, 233]. Ces auteurs ont ainsi généré des souris transgéniques invalidées ou non pour le
géne RHOH et de maniere partielle ou totale. Les souris non invalidées pour RHOH (Ep-
TCL1™; RHOH"") présentent un nombre anormalement élevé de cellules B leucémiques
(CD5"), augmentant avec 1’dge de la souris [226]. En revanche, I’invalidation partielle ou
totale de RHOH dans les souris entraine une diminution du nombre de ces cellules. Ces
résultats montrent donc que la présence de RhoH est un facteur stimulant la prolifération des
cellules LLC (CD5") en présence de 1’oncogéne TCLI1. Les auteurs ont également mis en
évidence que la survie des cellules LLC (CD5") présentes dans la rate est fortement réduite en
absence de RhoH, résultats corrélés a une diminution de I’activation des protéines ERK1/2 et
AKT. Toutes ces données suggerent donc que RhoH aurait un réle dans I’initiation et la
progression de la LLC. De plus comme RhoH n’alteére pas la différenciation des cellules B
(paragraphe 1.3.3.1 page 55), elle pourrait constituer une cible intéressante dans cette
pathologie. Nous pouvons également émettre 1’hypotheése d’une relation existante entre la
famille AKT et RhoH. D’une part, il semble que 1’expression de RhoH soit positivement
régulée dans les cellules B suite a I’activation des voies de signalisation de survie cellulaire
par TCL1 ; d’autre part, en absence de RhoH, I’activation des protéines AKT est fortement

diminuée.

RhoH a donc une fonction critique dans la progression de deux leucémies B : la
leucémie lymphoide chronique, ou RHOH est surexprimé, et la leucémie a tricholeucocytes,
ou ce geéne est au contraire réprim¢é. D’une part, RhoH est un régulateur positif de la
signalisation du BCR et pourrait induire 1’initiation et la progression de la LLC. Mais d’autre
part, la restitution de son expression dans ’HCL contrecarre le phénotype leucémique avec
une diminution des propriétés migratoires des cellules tumorales et de la splénomégalie.
RhoH se situe donc a une frontiere : non seulement, elle contrdle négativement les processus
de prolifération et de survie cellulaires, mais elle les régule aussi positivement. Ces résultats

suggerent que 1’expression de RhoH soit finement régulée dans les lymphocytes B.
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Qu’en est-il du réle de RhoH dans les lymphocytes T ? Dans les paragraphes suivants,
nous décrirons le role crucial de RhoH dans le développement de ces cellules et lors de leur

activation.

1.3.3.3 Rdle de RhoH dans les lymphocytes T

1.3.3.3.1 Rodle de RhoH dans le développement lymphocytaire T
murin

Afin de comprendre le role physiologique de RhoH, deux équipes ont généré des
souris invalidées pour le gene RHOH (RHOH ! 1) [173, 177]. Dorn et ses collaborateurs ont
tout d’abord observé que 1’absence de RhoH ne modifiait ni la fertilité, ni le poids, ni
I’espérance de vie des souris [177]. En revanche, la numération des cellules du sang de souris
RHOH™", agées de 2, 6 et 12 mois, a permis de montrer une lymphopénie T dans le sang
périphérique, la rate et les ganglions lymphatiques, correspondant & une diminution de la
quantité de cellules CD4" ou CD8" et & un arrét du développement des lymphocytes T dans le
thymus [173, 177]. En absence d’expression de RHOH, la différenciation des cellules T est
bloquée au stade DN3 et une forte diminution de la prolifération des thymocytes DN4 est
observée ainsi qu’une augmentation de leur apoptose (Figure 10, page 30) [173, 177]. In
vitro, la population DN3 RHOH " se différencie beaucoup moins en DN4 et DP, apres 8 jours
de culture en présence d’interleukine 7 et du ligand de la tyrosine kinase FIt3 (FMS-like
tyrosine kinase 3) ; la différenciation de la population DN4 en DP est également fortement
altérée [177]. En restituant 1’expression de RhoH dans les souris RHOH : par infection
rétrovirale, on observe une restauration du systéme immunitaire : la quantité¢ de cellules T
matures CD4" ou CDS8' est beaucoup plus importante dans la rate et les ganglions
lymphatiques [173]. Ces résultats montrent que RhoH est impliquée dans le développement et
la maturation des cellules T in vitro et in vivo. Les deux équipes ont également mis en
évidence 'importance de RhoH dans la signalisation du TCR, par génération de souris
transgéniques dont les thymocytes expriment un TCRaf} spécifique de 1’ovalbumine ou d’un
peptide de la glycoprotéine p14 du virus de la chorioméningite lymphocytaire. Ils ont ainsi
observé que la population DP présente une expression réduite du TCRf en absence de RhoH,
suggérant donc que cette protéine est nécessaire a la signalisation du TCR lors de la sélection

positive et de la maturation des cellules T [173, 177].
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1.3.3.3.2 Role de RhoH dans la transduction du signal du TCR

L’activation du TCR nécessite la mise en place de complexes protéiques en aval de ce
récepteur et entraine des cascades de phosphorylation impliquant de nombreuses tyrosine

kinases, telles que Lck et ZAP70 (Figure 23, ci-dessous).
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Figure 23 : Schématisation des voies de signalisation du TCR [9]. Suite a la stimulation du TCR par un
ligand, les Src kinases Lck et Fyn sont activées et phosphorylent les motifs ITAM des protéines CD3 et TCRZ.
ZAP70 est alors activée par son recrutement sur ces motifs ITAM, phosphorylation par Lck et
autophosphorylation. ZAP70 phosphoryle alors LAT et SLP76 entrainant la formation du complexe protéique,
appelé signalosome de LAT, contenant les protéines PLCyl, Grb2, PI3K et Gads, et qui va alors induire des
cascades de signalisation menant a 1’activation de Erk, p38, JNK, NFAT et NFKB.

Lck est une tyrosine kinase de la famille des protéines Src spécifique des
lymphocytes. Il s’agit d’un élément clé dans la signalisation du pré-TCR et du TCR : Lck est
intégrée au complexe du TCR a la membrane plasmique pour former le module fonctionnel.
Récemment, il a ét¢ montré dans la lignée lymphoide T Jurkat, que RhoH régule I’activité de
cette kinase [180]. RhoH est recrutée a la membrane par son motif CAAX et interagit avec
Lck. Cette derniére est maintenue sous une forme inactive, phosphorylée par la kinase Csk,
mobilisée elle aussi & la membrane par la protéine RhoH [180]. Dés que le TCR est activé,
Lck est déphopshorylée conduisant a son activation et a son recrutement au sein du complexe
du TCR [180]. Lck phosphoryle alors les motifs ITAMs de ses partenaires telles les chaines
CD3, les chaines { du TCR et ZAP70 [234]. ZAP70 est une tyrosine kinase de la famille de
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Syk ; elle est exprimée dans les lymphocytes T et les Natural Killer [235]. ZAP70
phosphoryle la protéine LAT et est associée a des molécules comme Slp76 et PLCyl.
L’ensemble de ces protéines est crucial pour I’initiation des événements signalétiques en aval
du TCR, tels que I’influx calcique et I’activation de ERK (Extracellulaire signal-Regulated
Kinase) [236, 237]. Gu et ses collaborateurs ont décrit une diminution de la phosphorylation
de ZAP70 suite a I’activation du TCR de thymocytes, en absence de RhoH [173]. De plus
dans les mémes conditions, la phosphorylation de LAT et de PLCy1 sur les résidus Y783 et
Y319 (nécessaires a son activation) est réduite dans les thymocytes DP. Il en est de méme de
la phosphorylation de la protéine ERK et de I’influx calcique, qui sont alors fortement
diminués dans les thymocytes DP, les CD4" et les CD8" [173, 177]. RhoH est donc une
protéine importante dans la signalisation du TCR. Gu et ses collaborateurs ont également
montré qu’en absence de RhoH la phosphorylation de Vavl1 est réduite, diminuant ainsi son
activité GEF, alors que celle de Vav2 reste inchangée. Apres 1’activation du TCR dans les
thymocytes DP RHOH™", en dépit de la diminution de I’activation de Vavl, les activités de
Racl, Rac2, p38 restent normales de méme que ’activité¢ d’AKT [173, 177].

Ces résultats sont a comparer a ceux de Li et de ses collaborateurs qui ont montré que,
dans la lignée leucémique T Jurkat, RhoH inhibe 1’activation de NF«B induite par le TNF ou
IKK (/B Kinase), diminue I’activation de p38 suite a la stimulation par le TNF et réduit
I’activité¢ de Racl, RhoA et Cdc42 [104]. 11 est a noter que dans les deux cas les stimulations
utilisées sont différentes. De plus, Jurkat est une lignée cellulaire dérivée d’un patient atteint
d’une leucémie aigue lymphoide T et présente donc un stade de différenciation plus avancée
que les thymocytes DP RHOH-/-. Ces différences pourraient ainsi expliquer les fonctions

opposées de RhoH dans les cellules T.

1.3.3.3.3 Les partenaires protéiques directs de RhoH dans la
signalisation du TCR

La précipitation in vitro d’une protéine de fusion GST (Glutathion S-Transferase)-
RhoH mise en contact avec des extraits totaux de lysats de la lignée lymphoide T Jurkat a
permis de mettre en évidence une interaction directe entre RhoH et ZAP70, RhoH e Lck [173,
180]. Ces associations existent en I’absence de stimulation dans la lignée Jurkat mais
I’interaction entre RhoH et ZAP70 est fortement accentuée par 1’activation de la protéine Lck
suite a la stimulation du TCR par un anticorps anti-CD3¢. De maniére intéressante, cette

interaction fait intervenir la phosphorylation d’une tyrosine de la protéine RhoH, modification
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décrite pour la premiere fois pour une petite GTPase de la famille Rho [173]. L’équipe de Gu
a ¢galement mis en évidence la fixation de RhoH sur les protéines phosphorylées p21C et p23(
composant le CD3( suite a I’activation du TCR. De plus, la phosphorylation de ces protéines

dépend également de la présence de RhoH.

ZAP70 reconnait par ses deux domaines SH2 les motifs ITAM de ses partenaires
protéiques [238]. Les protéines RhoH humaines et murines présentent une séquence similaire
aux motifs ITAM, entre les résidus 73 et 86 (paragraphe page). Dans des cellules HEK293,
’utlisation de mutants a permis de montrer que I’interaction entre RhoH et ZAP70 nécessite
la présence du motif ITAM de la protéine RhoH et des deux domaines SH2 de ZAP70 [173].
Cette association dépend également de domaines de la protéine RhoH non identifiés a ce jour.
Les auteurs ont également confirmé I’importance du domaine ITAM dans les fonctions de
RhoH in vivo : ’expression d’un mutant RhoH dépourvu de motif ITAM ne permet ni de
lever le blocage du développement thymique observé dans les souris RHOH ", et ce
contrairement a la protéine native ; ni de restaurer le recrutement de ZAP70 a la synapse
immunologique lors de 1’activation du TCR [173]. L’utilisation de mutants de Lck a permis
de montrer que les domaines SH2 et SH3 de cette derni¢re sont importantes dans 1’interaction
entre RhoH et Lck [180]. En reprenant certains résultats et sur la base de la publication de
Ridley et de ses collaborateurs, nous avons pu obtenir un modele simplifié de I’action de

RhoH dans la signalisation du TCR (Figure 24, ci-dessous).
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Figure 24 : Représentation de I’action de RhoH dans I’activation du TCR [13]. Mécanisme proposé entre
RhoH et le complexe du TCR activé. Les motifs ITAM-like de RhoH sont impliqués dans 1’interaction de la
protéine avec ZAP70 et dans le recrutement de celle-ci au TCR. Le complexe active alors les voies de
signalisation en aval, comme le signalosome de LAT.
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1.3.3.3.4 Dégradation de la protéine RhoH lors de I'activation
lymphocytaire T

Plusieurs études ont montré I’implication de RhoH dans le développement thymique et

dans la signalisation du TCR impliqué dans la sélection positive des lymphocytes T. Tous ces
évenements nécessitent une régulation fine de différents processus moléculaires, telle la
formation des complexes protéiques couplés au TCR permettant un contrdle de I’activation.
Une des protéines du complexe du TCR, ZAP70, est dégradée dans le cytoplasme par les
calpaines apres 2 heures de stimulation des cellules T par les cellules présentatrices d’antigéne
[239]. La stimulation de lymphocytes T isolés de sang périphérique humain et mis en contact
avec un anticorps anti-CD3g induit une diminution de la quantit¢ de protéine RhoH et des
protéines CD3e et CD3( suggérant leur dégradation. L’utilisation d’inhibiteur de pompe a
proton, la bafilomycine Al, résulte en une augmentation des protéines CD3e et CD3(,
suggérant qu’elles soient dégradées par la voie lysosomale [240, 241]. De méme, 1’expression
de RhoH est augmentée en présence de cet inhibiteur. RhoH est donc dégradée par la voie
lysosomale suite a I’activation du TCR par un anticorps anti-CD3¢ [3]. Ce phénomene n’est
pas observé pour des temps cours de stimulation (10 minutes) mais plutdt apres 4 et 8 heures
de stimulation. La dégradation de RhoH n’est pas spécifique d’une sous-population T (CD4"
ou CD8") et ce mécanisme de régulation est également observé dans la lignée lymphoide T
Jurkat. La réponse fonctionnelle des cellules T peut étre reproduite suite a la stimulation du
TCR par l’action combinée du PMA (Phorbol-12-Myristate-13-Acétate), analogue du
diacylglycérol et de la ionomycine, ionophore pour le calcium, ou par la molécule PHA
(PhytoHémAgglutinine). Cependant, la dégradation par voie lysosomale des protéines RhoH,

CD3¢ et CD3( n’est pas observée apres stimulation des lymphocytes T par ces molécules [3].

RhoH est une protéine du complexe du TCR. Sa phosphorylation est cruciale pour son
interaction avec ses partenaires protéiques au sein de ce complexe. Suite a I’activation du
TCR, RhoH est transportée par les endosomes pour étre dégradée par les lysosomes. Ces
résultats mettent en évidence la nécessité d’une régulation stricte de RhoH, ne faisant pas
intervenir de déphosphorylation mais directement sa dégradation. Le fait que les molécules de
synthése ne reproduisent pas le méme phénomene, pourrait étre di a la la nature des voies de

signalisation activées.
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1.3.3.3.5 Role de RhoH dans 'adhésion et la migration des cellules
T

Il y a quelques années, il a été décrit que RhoH inhibe les propriétés d’adhérence de
I’intégrine LFA1 dans un modele de lignée lymphoide T Jurkat, J+hil.14, contenant deux
insertions virales : I'une, dans un geéne situé en 12q24 correspondant a une protéine
hypothétique similaire a une sous-unité de I’ATPase mitochondriale et a la chondroitine 4
sulfotransférase, et ’autre dans le géne RHOH [242]. Cette seconde insertion entraine une
diminution de I’expression transcriptionnelle de RHOH. Ce mode¢le cellulaire J+hil.14 est
caractérisé par la capacité d’adhérer a la protéine ICAM (Intercellular Adhesion Molecule-1),
dépendante de la présence a la membrane cellulaire de 1’intégrine B2 LFA1 (Lymphocyte
Function—associated Antigen 1). Lisa Cherry et ses collaborateurs ont montré que
I’expression ectopique de RhoH dans ces cellules permet d’inverser le phénotype et inhiber
cette adhésion [242]. Plus récemment, Dorn et ses collaborateurs ont montré que 1’adhérence
des thymocytes murins sur [ICAMI par I'intermédiaire de LFAT1 n’est pas régulée par RhoH
[177]. De méme, les lymphocytes du sang périphérique humain adhérent aux cellules
endothéliales surexprimant ICAM1 et VCAMI1 (Vascular Cell Adhesion Molecule-1) en
présence de TNF, indépendamment de RhoH. Cette adhésion est inhibée par des anticorps
anti-LFA1 ou anti-intégrine a4. Ces dernieres données montrent que dans les thymocytes
murins et les lymphocytes T humains, RhoH n’est pas indispensable dans les propriétés
d’adhérence cellulaire faisant intervenir les intégrines 2 et a4 et la protéine ICAM1 [177].
Ainsi selon 1’état d’activation des cellules T et selon les signaux extracellulaires, RhoH

régulerait ou non les processus d’adhérence.

Wang et ses collaborateurs ont montré que la migration de la lignée cellulaire Jurkat
induite par SDF1a requiert la présence de RhoH [180]. D’une part, cette protéine réprime la
migration en réponse a de faibles doses de SDF1a (10ng/uL) ; d’autre part, elle I’induit a de
fortes concentrations en SDF1a (100-300ng/uL). La migration des cellules Jurkat nécessite la
présence de Pakl. A de fortes concentrations en SDF1a, I’interaction de RhoH avec Pakl
augmente ’activité de cette derniere. A de faibles doses en SDFla, la présence de RhoH
inhibe ’activation de la protéine ITK, qui intervient également dans la migration cellulaire de
la lignée lymphoide T Jurkat [180]. Ces résultats suggeérent que RhoH joue un role de
régulateur négatif dans les cellules quiescentes et contribue a 1’inhibition de leur adhérence.
En conditions de stimulation, a des concentrations élevées en SDFla, le signal doit étre

suffisamment fort pour activer les processus cellulaires et lever le blocage induit par RhoH.
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Celle-ci active alors les voies de signalisation de Pakl et aurait un role de régulateur positif.
En régulant ainsi de maniére trés fine la migration cellulaire, RhoH contribuerait a

I’ajustement de la réponse cellulaire aux stimuli extracellulaires.

1.3.3.4 Role de RhoH dans les pathologies lymphoides T

Aucune pathologie impliquant des lymphocytes T et impliquant RhoH n’a été décrite
dans la littérature. En collaboration avec le Dr Carl Simon Shelley, il a été mis en évidence au
laboratoire que la leucémie T de I’adulte ou ATL (Adult T cell Leukemia) présente des
altérations de I’expression du géne RHOH. Lors d’une étude préliminaire sur une dizaine de
patients, trois catégories de patients ont €té mises en évidence : la premiere présente une
expression de RHOH 3.5 fois inférieure a celle retrouvée dans les lymphocytes T de patients
sains ; la seconde, au contraire, une expression de ce gene 2.5 fois plus €levée, et la troisieme,
une expression similaire. Cette variation de 1’expression de RHOH n’a pas pu étre corrélée
aux différents stades de la pathologie. Cette hétérogénéité d’expression n’a pas été retrouvée
dans les quatre lignées cellulaires modeles de I’ATL étudiées. Celles-ci sont caractérisées par
une importante répression des transcrits RHOH, comparativement a d’autres lignées T, et
correspondraient a des modeles de la premiere catégorie de patients. Notre hypothese est
qu’'une altération de I’expression de RhoH (augmentation ou diminution) pourrait étre
impliquée dans la progression de la maladie. La leucémie T de I’adulte est caractérisée par
une prolifération aberrante de cellules T matures pouvant envahir des organes périphériques
tels que le foie et la rate [243]. Pour les deux formes de leucémie T de 1’adulte, type aigu et
lymphomateux, la maladie se manifeste par une inflammation des ganglions lymphatiques et
par des lésions osseuses et viscérales, avec infiltration massive de cellules tumorales
circulantes dans les tissus. Malgré le nombre de traitements mis en place, ces deux types
d’ATL restent de trés mauvais pronostic avec des espérances de vie trés faibles : de 6 a 10
mois pour la forme aigue et environ 4 ans pour le type lymphomateux [243-246]. La leucémie
T de I’adulte est fréquente dans certaines parties du monde telles que le Japon, les Caraibes,
les Antilles, I’ Afrique Centrale et I’Amérique du Nord [243, 245]. Dans cette pathologie, les
cellules en prolifération sont des lymphocytes T Helper CD4" présentant des marqueurs
d’activation lymphocytaire (CD25 et CD11c). Compte tenu des différentes fonctions de RhoH
dans les processus cellulaires T, 1’altération de DI’expression du géne RHOH pourrait
promouvoir les potentiels de croissance et d’invasivit¢ des cellules tumorales et ainsi

contribuer a la progression de la maladie.
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1.4 Tableau récapitulatif des fonctions de RhoH et des
protéines Rho dans le systeme hématopoiétique

Tableau 3 : Tableau récapitulatif des fonctions de RhoH et des protéines Rho dans le systéme

hématopoiétique

Cellules souches et progéniteurs (HSC/Ps)

RAC1”

RAC27

cpcaz™”

RHOA ™M
RHOH”"

RHOH"

| régulation, survie, prolifération de HSC/Ps (cKit)
| localisation des HSC/Ps dans la moelle osseuse

| migration et prolifération des HSC/Ps dans la moelle osseuse

| maintien des HSC/Ps dans la moelle osseuse
| prolifération des HSC/Ps
T proapoptose des HSC/Ps

| trafic, maintien, adhésion et migration HSC/Ps dans la moelle osseuse
T activité du cycle cellulaire dans HSC/Ps

| quiescence des HSCs

T nombre et mobilisation des HPs

| maintien des HSC/Ps dans la moelle osseuse

T activité du cycle cellulaire dans HSC/Ps
Altération du systeme hématopoictique

| prolifération des HSC/Ps (+ SCF, SDF la)
T apoptose des HSC/Ps

Progéniteurs et cellules myéloides

RAC1”
RAC27

cpcaz”

RHOH”"

RHOH"

| prolifération des progénitenrs myéloides (+ SCF)
| apoptose dans progéniteurs myéloides (+SCF)

in vivo : monocytose, nentrophilie, éosinophilie, développement d'un
syndrome myéloprolifératif fatal

T GMP, myélocyies, metamyélocyies, monocytes, neutrophiles dans
la moelle osseuse et la rate

infiltration des cellules myéloides dans le foie et les poumons

T des érythroblastes dans la rate

| dégranulation des mastocytes

| signalisation du récepteur FczRI des mastocytes

| flux calciques, activation de PLCyl, PLCy2, LAT, SLP76, SYK et production de
IL6 et TNFa dans les mastocytes

| production de leucotriéne dans les neutrophiles (par activation de PKC, p38,
PI3K)

68



Introduction

Progéniteurs et cellules lymphoides B

RAC1”

RAC2”

RAC1” ,RAC27

RHOG™”

RHOA™

RHOC”

RHOH™”

RHOH"

pas d'altération du développement, ni activation, ni migration des LB

| nombre de LB dans la zone marginale de la rate

presence de LB folliculaires dans la rate

| formation de synapse immunologique des LB (intégrines )
| réponse immunologique lymphoide B indépendante des LT

Arrét du développement des LB dans la rate

T modérée de la réponse immunitaire humorale
T prolifération des LB
T activation du BCR. dans LB

| production de InsP3 suite a l'activation du BCR. dans LB
| thax calciques dans LB
| prolifération des LB

pas d'alteration du developpement, ni activation, ni migration des LB

pas d'altération du développement, ni activation, ni migration des LB
T croissance cellulaire des LB

T activation de STATS, expression de [L3 récepteur a a la suface des LB

T activation du BCR. dans LB
T activation de STAT1, p21°% et p27% dans LB
| prolifération des LB

Progéniteurs et cellules lymphoides T

Racl HMCA)

RhoA “TMcAl

Rac2 +Hmca)

RAC2™"

RHOC”

| nombre de thymocytes DP dans le thymus

T sélection des thymocytes CD8/CD4"
1 signalisation du TCR. dans LT
T adhérence des thvmocytes et LT

1 apoptose des thymocytes SP ou DP
Arrét de la différentiation lymphoide T (T Helper 1)
| partiel de I'activation du TCR dans LT

| prolifération lymphoide T
| fhax calciques dans LT
| activation Erlc1/2 et p38 dans LT

| production INFy dans LT

| production de CCL19 et CCL21 dans LT
T apoptose des thymocytes SP ou DP

pas d'alteration du developpement, ni activation, ni migration des LT

69



Introduction

RHOH”"

| cellules T dans le sang périphérique, la moelle osseunse, la rate et les ganglions
Ivmphatiques

Arrét de la différentiation lvmphoide T (DN3)

T apoptose des thymocytes DN4

| différenciation des thvmocytes des stades DN3 en DIN4 et DN4 en DP

| expression de TCRP dans les thymocytes DP

| phosphorvlation de ZAP70 apres activation du TCR dans les thymocyvtes DP
| phosphorylation de LAT, PLCyl, ERK, Vavl aprés activation du TCE. dans les
thymocytes DP

| flux calciques dans thymocytes DP, CD4™ SP et CD§™ SP
pas de modification de 'activité de Rac1, Rac2, p38 et Vav2

HSC/Ps : Cellules Souches / Progéniteurs Hématopoietiques ; HSCs : Cellules Souches Hématopoiétiques ;
HPs - Progénitenrs Hématopoiétiques ; DP - Double Positif ; SP - Simple Positif ; LB - Lymphocytes B ; LT -
Lymphocytes T. MCA : Mutant Constitutuwvement Actif
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2 Objectifs

RhoH est une petite protéine G de la famille Rho, constitutivement activée. Cette
protéine, exclusivement exprimée dans les cellules hématopoiétiques, joue un rdle dans le
développement du systéme immunitaire : croissance des cellules souches et des progéniteurs
hématopoiétiques, différenciation des lymphocytes T et signalisation des récepteurs TCR,
BCR et FceRI, respectivement dans les cellules T, B et les mastocytes. RhoH est également
impliquée dans la progression de certaines leucémies, telles la leucémie lymphoide chronique
et la leucémie a tricholeucocytes. Il a également €t¢é montré que, pour un méme type
cellulaire, RhoH peut présenter des roles antagonistes selon les stades de différenciation ou
les stimuli extérieurs rencontrés. Ceci suggere que la protéine RhoH soit finement régulée au

cours de la différenciation et de 1’activation des différents lignages hématopoiétiques.

De nombreux travaux ont récemment décrit le role de RhoH dans certaines voies de
signalisation, ses partenaires protéiques dans les lymphocytes B et T et certains mécanismes
impliqués dans la régulation de cette protéine. L’expression de RhoH est tout d’abord
controlée par des événements transcriptionnels, tels qu’il I’a été décrit dans I’HCL, puis par
des mécanismes de dégradation, telle la voie des lysosomes dans les lymphocytes T activés.
Dans ces cellules T, 1’activation de RhoH dépend de la phophorylation d’au moins une de ses
tyrosines. Les kinases responsables et la ou les tyrosine(s) impliquée(s) n’ont pas encore €té
décrites a ce jour. Cette phosphorylation, qui représente une modification spécifique de RhoH
au sein de la famille Rho, pourrait étre la cible d’agents thérapeutiques afin de contrdler les
fonctions de cette protéine. Une seconde approche serait de connaitre mieux les facteurs
protéiques régulant la transcription de RHOH. En modulant leur expression, son action

pourrait ainsi étre controlée.

Au laboratoire, notre équipe a mis en ¢vidence une dérégulation de la transcription du
gene RHOH dans la leucémie a tricholeucocytes (HCL) et dans la leucémie T de ’adulte
(ATL), résultant d’une répression des transcrits initiés en amont de 1’exon 4. Ces deux

maladies sont caractérisées par une prolifération anormale de cellules matures activées, soit de
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type B pour ’HCL, soit de type T pour I’ATL. Dans I’HCL, I’expression ectopique de la
protéine RhoH conduit a une diminution du phénotype leucémique dans un modele murin de
xénogreffe, avec réduction de la prolifération cellulaire, de la splénomégalie et de la taille des
tumeurs. Ces données suggérent que si nous parvenions a restituer I’expression de la protéine
endogene par controle de la transcription du géne RHOH, nous pourrions peut étre
contrecarrer la progression de I’HCL. Notre objectif a donc été tout d’abord d’étudier la
régulation du géne RHOH et les voies de signalisation induites par la protéine au cours de
I’activation lymphocytaire B et T. En comprenant mieux ces mécanismes, nous pourrions
mettre en évidence les facteurs responsables de la dérégulation du geéne observée dans les
deux pathologies HCL et ATL. Ces résultats permettraient d’apporter de nouvelles
connaissances sur la régulation de RHOH dans les lymphocytes, mécanismes encore inconnus
a ce jour, mais aussi de proposer de potentielles nouvelles cibles thérapeutiques pour le

traitement de ces deux maladies.

Afin de mettre en évidence certains mécanismes de régulation du géne RHOH dans
les lymphocytes B et T, il était important d’étudier tout d’abord le profil d’expression des
transcrits RHOH dans les cellules B et T. Ceci nous a permis de mettre en évidence que la
région promotrice principalement active dans ces cellules est située en amont de I’exon 4 et
correspond au promoteur P3 (section 4.1, pages 103 a 110). Nous avons par la suite cherché a
identifier des facteurs de transcription contdlant I’activité de cette région promotrice lors des
phénomenes d’activation des lymphocytes B et T. La section 4.2 (pages 110 a 151) concerne
donc I’identification de facteurs de transcription impliqués dans la régulation de RHOH dans
les cellules B. Sur la base de ces données, nous avons essayé¢ de mettre en évidence des
mécanismes moléculaires impliqués dans la faible expression du géne RHOH dans la
leucémie B, HCL (section 4.2.2, pages 141 a 151). Dans la section 4.2.3 (pages 152 a 168),
nous décrivons les résultats obtenus lors de 1’étude des facteurs de transcription impliqués
dans la régulation de RHOH dans les cellules T et dans la dérégulation de ce géne dans la

leucémie T ATL.

Parallélement a cela, il nous est apparu important d’identifier les voies de
signalisation induites par 1’expression de RhoH dans les cellules B, T, mais aussi my¢loides.
Ces résultats pourraient nous permettre de comprendre les événements signalétiques,

conséquence de la faible expression de RhoH dans trois leucémies: la leucémie a
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tricholeucocytes, la leucémie T de I’adulte et la leucémie aigue my¢loide. En exprimant de
manicre ectopique cette protéine dans deux modeles cellulaires, 1’'un de type B et ’autre de
type T, caractérisés par une faible expression de ce géne, ou en induisant I’expression de
RHOH dans des cellules mononucléées provenant de patients atteints de leucémie aigue
my¢loide, nous avons ainsi mis en évidence un effecteur protéique de RhoH dans les cellules
B (section 4.3.1, pages 168 a 172) et identifi¢ de nouvelles cibles potentielles de cette
protéine dans les lymphocytes T (section 4.3.2, pages 172 a 184).

De plus, notre étude nous a amenés a nous intéresser aux leucémies aigues myéloides
et a la faible expression du géne RHOH dans ces cellules. Dans une dernicre partie, nous
décrivons les résultats des expériences réalisées au laboratoire, dans lesquelles nous
parvenons a augmenter le taux de transcrits RHOH en modulant ’expression d’un facteur de
transcription, JunD, dont nous montrons I’implication dans la régulation du gene RHOH dans
les cellules lymphoides B. Une des cibles potentielles de RhoH mise en évidence dans les
cellules B, PRKCA, est également modulée dans ces expériences. Ces résultats sont présentés
dans la section 4.4 (pages 184 a 189). Ces données suggerent I’existence d’une boucle de
régulation possible entre JunD et RhoH dans les cellules de LAM, menant ainsi a une

modulation de I’expression de PRKCA.
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3 Matériel et Méthodes

3.1 Meéthode de culture cellulaire

3.1.1 Les lignées cellulaires
Nous disposons au laboratoire de lignées cellulaires lymphoides T, Jurkat et KK1 ou B, Raji,

Daudi, Namalwa, JOK-1, HC-1, Eskol, EH, et de lignées épithéliales, telle que HelLa.

3.1.1.1 Les lignées cellulaires lymphoides T

3.1.1.1.1 Lignée modele des cellules T pour I'étude de la régulation
du gene RHOH

La lignée cellulaire Jurkat est utilisée comme modéele pour 1’étude du géne RHOH
dans les lymphocytes T en parallele de cellules T provenant du sang périphérique fraichement
prélevé de volontaires sains. Cette lignée a ¢té établie par Schneider et ses collaborateurs en
1976 a partir du sang périphérique d’un jeune gar¢on de 14 ans, atteint d’une leucémie
lymphoblastique aigue T ou T-ALL (Acute Lymphoblastic Leukemia) [247]. 1l s’agit d’une
leucémie caractérisée par la prolifération anormale de cellules immatures touchant
principalement les sujets jeunes. La lignée cellulaire Jurkat est caractérisée par 1’expression
des marqueurs de surface CD2", CD3", CD4", CD5", CD6', CD7", TCRaf", TCRyd et
I’absence de CD8&", CD13", CDI19".

3.1.1.1.2 Lignée modele des cellules T pour l'étude du role
physiologique de RhoH
La lignée cellulaire KK1 est caractérisée par une expression faible de RhoH et sert
de modéle pour I’étude des voies de signalisation induites suite a I’expression ectopique de
RhoH. KKI1 est une lignée dérivée a partir des cellules d’un patient (KK) atteint de la
leucémie T de I’adulte (ATL). L’ATL est une maladie rare hautement agressive sans
caractéristiques histologiques excepté un phénotype de cellules T matures activées. La cause
de la pathologie est une infection par le virus HTLV-1 (Human T cell Leukemia/Lymphotropic
Virus Type I). Les cellules KK1 présentent le phénotype CD3"", CD4", CD8", CD25" et
TCRPB" [248].
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3.1.1.2 Les lignées cellulaires lymphoides B

3.1.1.2.1 Lignées modeles des cellules B pour I'étude de la
régulation du gene RHOH

Les lymphocytes B frais ne représentent que 5-20% des cellules provenant du sang
périphérique. Afin d’étudier la régulation du gene RHOH dans les lymphocytes B par des
techniques de biologie moléculaire, nous avons choisi d’utiliser, comme mode¢les d’étude, les
lignées cellulaires Raji, Daudi et Namalwa. Ces dernicres ont toutes été générées a partir de
patients atteints de lymphome de Burkitt et expriment des taux relativement élevés du gene
RHOH [223]. Le lymphome de Burkitt a été découvert en Afrique tropicale et observé sous
tous les climats, avec un age de prédilection pour les enfants et les jeunes patients. Ce
lymphome est majoritairement caractérisé par la présence de la translocation chromosomique

t(8;14)(q24;q32) [249].

3.1.1.2.2 Lignées modeles de la leucémie a tricholeucocytes (HCL)

Les lignées cellulaires EH, Eskol, HC-1, JOK-1 et Mo sont issues de patients
atteints de la leucémie a tricholeucocytes ou, dans le cas de la lignée Mo, du variant de cette
maladie et sont utilisés comme mod¢eles de ’'HCL dans notre étude. Les cellules HCL sont
caractérisées par ’expression des marqueurs CD19", CD20", CDl1c¢", CD25™, CD103",
DBA44" et une activité phosphatase-acide-tartrate résistante (TRAP). Les cellules Mo
proviennent d’un homme atteint de I’HCL et présentent des caractéristiques phénotypiques de
lymphocytes T. Il s’agit d’un variant de la leucémie a tricholeucocytes (HCL-V), pathologie
encore plus agressive. La lignée Mo contient des insertions virales du génome HTLVII et

exprime la chaine B du récepteur a I’interleukine 2 mais pas la chaine a (CD25) [250, 251].

3.1.1.3 La lignée cellulaire épithéliale HeLa

La lignée cellulaire HeLa n’exprime pas les transcrits RHOH et est donc utilisée
dans notre étude comme lignée controle négative pour I’étude de I’activité du promoteur P3
du géne RHOH. Ces cellules proviennent d’un prélévement de métastase chez une patiente

atteinte d’un cancer du col de I’utérus et décédée en 1951 [252].
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3.1.2 Isolement et purification des [ymphocytes T

Les lymphocytes T ont été isolés a partir de sang périphérique humain provenant de
donneurs volontaires sains. Le sang est prélevé dans des tubes supplémentés d’anticoagulant
EDTA (acide Ethylene Diamine Tétra Acétique). La séparation des cellules mononucléées est
réalisée par centrifugation sur un gradient de Ficoll. Le sang est tout d’abord dilué au tiers
avec du Dulbecco’s PBS (Phosphate Buffered Saline) (Invitrogen), puis déposé doucement
sur un gradient de Pancol (PanBiotech) dans des proportions 2 v/v. L’ensemble est alors
centrifugé durant 30 min a 400 g sans accélération ni frein. Cette centrifugation permet
d’obtenir un anneau de cellules mononucléées a 1’interface du Ficoll, contenant les
lymphocytes et les monocytes et du sérum (Figure 25, ci-dessous). Le prélevement de cet

anneau est effectué précautionneusement apres avoir délicatement 6té le sérum.

Figure 25:
Représentation
Avant centrifugation des  différentes
phases lors d’une
sang séparation  des
cellules
Ficoll mononucléées
(lymphocytes et
monocytes) sur
. i ) un gradient de
Aprés centrifugation Ficoll avant et
L Sérum s
Anneau de cellules mononucléées apres
Ficol centrifugation
Granulocytes (Miltenyi
Envthrocytes Biotech).

La purification des lymphocytes T a partir des cellules mononucléées est
effectué¢ par déplétion de ces cellules, en suivant les instructions du kit Pan T cell Isolation Kit
Il humain (Miltenyi Biotech). Il s’agit d’un systéme de marquage magnétique indirect qui
permet la purification des lymphocytes T du sang périphérique humain sans les marquer. Les
cellules mononucléées sont lavées deux fois par du tampon Running Macs Buffer (PBS
supplémenté par 0.5 % de BSA Bovin Serum Albumin et en EDTA, Miltenyi Biotech) et
centrifugé 10 min a 300 g avec accélération et frein. Les cellules sont ensuite reprises par du

tampon et le nombre de leucocytes est évalué. Apreés centrifugation, les cellules sont reprises
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par 40 puL de tampon Running Macs Buffer / 107 cellules. Les cellules contaminantes,
lymphocytes B, NK, cellules dendritiques, monocytes, granulocytes et les érythrocytes, sont
ensuite marquées directement par un ensemble d’anticorps conjugués a la biotine, anticorps
ciblant les protéines de surface CD14, CD16, CD19, CD36, CD56, CD123 et la glycophorine
A (10 uL d’anticorps / 10" cellules) puis incubées durant 10 min a 4 °C. Ensuite du tampon
Running Macs Buffer et les billes couplées aux anticorps anti-biotine sont ajoutées
(respectivement 30 pL / 107 cellules, 20 uL / 107 cellules) et I’ensemble est incubé 15 min a
4°C. Les cellules sont ensuite lavées par du tampon et centrifugées 10 min a 300 g puis
reprises par 500 pL de tampon et déposées sur une colonne magnétique de type LS (Miltenyi
Biotech), préalablement équilibrée par 3 mL de tampon. Les cellules non retenues sur les
colonnes LS (les lymphocytes T) sont €luées par la gravité. Chaque colonne est ensuite lavée
3 fois par 3 mL de tampon. Les lymphocytes T récupérés sont ensuite comptés, centrifugés et
mis en culture. La pureté de la population est évaluée par cytométrie en flux, en mesurant le

pourcentage de cellules exprimant le CD3 a leur surface.

3.1.3 Isolement des cellules mononucléées provenant du
sang périphérique de patients atteints de leucémie aigue

Les cellules blastiques ont ¢été isolées du sang périphérique provenant de patients
atteints de leucémie aigue myéloide ou de leucémie aigue lymphoblastique (de type T ou B)
(Tableau 1, Annexe 1). Le sang est prélevé dans des tubes supplémentés d’anticoagulant
EDTA. La séparation des cellules mononucléées est réalisée, comme décrit précédemment,
par centrifugation sur un gradient de Ficoll humain. Les cellules sont ensuite lavées 2 fois par
du PBS et leur nombre est évalué. Une partie des blastes est alors congelée dans des tubes de
cryogénisation a raison de 30-100.10° cellules / tube dans un mélange composé de 90 % de
SVFd et 10 % DMSO. Le reste est préparé pour la transfection transitoire d’ARN interférents
pour I’étude de la régulation du géne RHOH. Pour cela, une lyse des hématies est effectuée
par le tampon de lyse (Cell Lysis Buffer, BD Biosciences), & raison de 15 mL pour 5.10°
cellules mononucléées et par une incubation a température ambiante durant 15 min et a I’abri
de la lumiere. Les cellules sont ensuite diluées dans du PBS puis centrifugées a 1200 rpm
durant 8 min. Les cellules sont lavées une seconde fois par du PBS et comptées. Elles sont
ensuite transfectées par les ARN interférents par la méthode Amaxa (Lonza Group LTD).

Apres 48 H de culture, les cellules sont alors récupérées et mises en présence de tampon de
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lyse pour extraction d’ARN (paragraphe 3.3.1 page 80). Le pourcentage de la population

cellulaire CD34" est estimé par cytométrie en flux.

Dans le cas de prélévements congelés (cellules purifiées par un gradient de Ficoll et
congelées comme décrit précédemment), le culot cellulaire congelé est repris par 10 mL de
milieu préchauffé¢ a 37 °C et les cellules sont centrifugées a 1200 rpm durant 10 min. Elles
sont de nouveau reprises dans du milieu et leur nombre est évalué. Pour améliorer la viabilité
des cellules et I’efficacité de transfection, ces derniéres sont mises en culture 2 H a la
concentration de 1.10° cellules / mL, avant transfection (méthode Amaxa). Le pourcentage de
la population cellulaire CD34" (ou blastes) a également été estimé par cytométrie en flux

(Tableau 1, Annexe 1).

3.1.4  Culture cellulaire

Les lignées cellulaires Jurkat, EH, Eskol, JOK-1, HC-1, Daudi et Namalwa sont
cultivées en milieu GIBCO™ RPMI Medium 1640 contenant de la L-Glutamine (Invitrogen)
complémenté par 10 % de sérum de veau feetal décomplémenté (SVFd) et 1 % de pénicilline /
streptomycine (Invitrogen). Le milieu de culture de la lignée KK1 contient de plus de
I’interleukine 2 recombinante humaine (100 U/mL). Les cellules Raji sont mises en culture
dans du milieu GIBCO™ RPMI Medium 1640 contenant de la L-Glutamine et 25 mM de
tampon HEPES (Invitrogen) complémenté¢ par 10 % de SVFd, 1 % de sodium pyruvate (100
mM), 1 % d’acides aminés non essentiels (100 X) et 1 % de pénicilline/streptomycine. Les
cellules sont maintenues a une densité de 5.10°-1.10° cellules / mL par remplacement du
milieu tous les 2-3 jours et conservées par cryogénisation dans un mélange de SVFd
supplémenté de 10 % de DMSO. Les cellules HeLa sont entretenues par du milieu GIBCO™
DMEM Medium (Invitrogen) contenant 10 % de SVFd et 1 % de streptomycine et pénicilline,

4 une concentration de 2.10%-1.10° cellules / mL.

Les lymphocytes T sont cultivés dans du milieu GIBCO™ RPMI Medium 1640
contenant de la L-Glutamine complémenté¢ par 10 % de SVFd avec une faible teneur en
endotoxines (Invitrogen) et 1 % de pénicilline / streptomycine. Les cellules mononucléées

obtenues du sang périphérique de patients atteints de leucémie aigue sont cultivées dans du
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milieu GIBCO™ RPMI Medium 1640 contenant de la L-Glutamine complémenté par 10 %
de SVFd et 1 % de pénicilline / streptomycine.

3.1.5 Autres réactifs pour la culture

Les lymphocytes T ont été activés par des billes couplées a des anticorps anti-CD3
et anti-CD28 du kit T cell Activation/Expansion Kit (Miltenyi Biotech). Les interleukines
IL2, IL12 et IL18 ont été utilisées aux concentrations respectives de 100 u/mL, 10 ng/mL, 100
ng/mL. Le PMA ou Phorbol-12-Myristate-13-Acétate est un diester de phorbol, qui active la
PKC. Cette molécule a été utilisée a la concentration de 100 ng/mL dans notre étude. La
ionomycine est antibiotique produit par la bactérie Streptomyces conglobatus. Il s’agit d’un
ionophore sélectif du calcium et entraine ainsi une augmentation de la concentration calcique
intracellulaire. La ionomycine a été utilisée a la concentration de 5 uM. La molécule
SP600125 est un inhibiteur anthrapyrazolone de la Jun Kinase (JNK) et a été utilisé a la
concentration de 30 uM. U0126 ou (1,4-diamino-2,3-dicyano-1,4-bis[2-aminophenylthio]
butadiene) est un inhibiteur hautement sélectif de MEK1 et MEK2. Cette molécule a été

utilisée a la concentration de 20 pM.

3.2 Méthode d’analyse de I'expression de protéines
membranaires par cytométrie en flux

3.2.1 Materiel

Les anticorps suivants, directement conjugués, ont été utilisés : human CD3-
fluorescin isothiocyanate (FITC), human CD69-FITC et leur isotype correspondant (Mouse
IgG1x-FITC, BD Pharmingen™); human CD34-FITC et son isotype (IgGI-FITC,
Immunotech). Les données de cytométrie ont été produites en utilisant le systéme EPICS XL-
MCL4 (Beckman Coulter), équipé des lasers Argon (488 nm), Hélium Néon (633 nm) en

combinaison avec le logiciel d’acquisition Expo32 (Beckman Coulter).
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3.2.2 Marquage membranaire

Les cellules ont été resuspendues dans du PBS (Invitrogen) a une concentration de
1.10°-5.10° cellules / 50 pL. Les anticorps anti-CD3 et anti-CD69 ont été ajoutés
individuellement. Un contrdle négatif (cellules seules) ainsi que les controles négatifs propres
a chaque anticorps (IgG1) ont été réalisés. Apres incubation de 30 min a 4 °C et a I’abri de la
lumicére, les cellules sont lavées puis reprises par 500 uL de PBS puis analysées sur un EPICS

XL-MCLA4 et les données traitées avec le logiciel Expo32 (Beckman Coulter).

3.2.3  Tricellulaire

Le marquage membranaire a été réalis¢ au moyen de 1’anticorps anti-CD69 FITC
de la méme fagon que décrit précédemment sur les lignées cellulaires stables Jurkat générées
au laboratoire. Les cellules ont été triées sur un ALTRA EPICS (Beckman Coulter) par la
responsable technique Nathalie JOUY, afin d’obtenir les populations Jurkat CD69""". Le
phénotype de ces cellules a ensuite été vérifi¢ 1’absence de CD69 a la membrane cellulaire

apres 15 jours de culture.

3.3  Méthode d’analyse du niveau d’expression des génes

3.3.1  Extraction des ARN totaux

L’isolement des ARN totaux des lignées cellulaires ou des lymphocytes T a été
réalisé selon le protocole High Pure RNA Isolation Kit (Roche Diagnotics) sur des culots
cellulaires de 1-5.10° cellules, préalablement lavées par du PBS. Cette extraction comprend
une étape d’élimination de I’ADN génomique contaminant par traitement a la DNAse-I. La
qualité et la quantité des ARN, élués par de I’eau stérile, ont été évaluées par enregistrement
du spectre d’absorption par spectrométric UV (technologie Nanodrop, ThermoFischer
Scientific, Courtaboeuf, France). Le rapport Ajeo/Azs0, normalement compris entre 1.8 et 2,
donne une indication sur la pureté de 1’échantillon. Suite a cela, les ARN sont aliquotés
jusqu’a 5 pg par tube, auxquels sont ajoutées les solutions de précipitation : 1/10° V d’acétate

de sodium (3 M) et 2.5 V d’éthanol 100 %. Les ARN sont conservés précipités a -80 °C.
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3.3.2  Synthese des ADNc

Afin d’évaluer I’expression des génes par RT-PCR analytique ou quantitative, les
ARN messagers sont « rétro-transcrits » en ADNc. Les ARN, conservés a -80 °C, sont
récupérés par centrifugation de 30 min a 13.000 rpm. Les surnageants sont éliminés
délicatement en prenant soin de ne pas perturber les culots d’ARN. 1 a 5 pg d’ARN totaux
sont repris dans un mélange réactionnel contenant 2 uL. d’héxanucléotides (Random Primer
Mix, 250 ng/uL), 1 pL de ANTP (10 mM), 0.5 pL d’inhibiteurs de ribonucléase (40 U/uL,
Fermentas) pour un volume de 12.5 pL (QSP par de I’eau stérile). Les ARN messagers et les
héxanucléotides sont hybridés a 65 °C pendant 5 min, la réaction est ensuite arrétée dans la
glace. Puis sont ajoutés 4 pL de tampon « 5x First Strand », 2 pL. de DTT a 0.1 M, 0.5 pL
d’inhibiteurs de ribonucléase a 40 U/uL, 1 pL de MMLV reverse Transcriptase a 200 U/uL
ajoutée au dernier moment. La transcription inverse est alors réalisée au Minicycler™
(MJResearch), par un cycle de 50 min a 37 °C, puis de 15 min a 75 °C. La réaction est
stoppée a 4 °C. Les ADNc sont repris par de I’eau stérile a une concentration d’environ 50

ng/uL et sont conservés a +4 °C.

3.3.3 Réactions de RT-PCR

3.3.3.1 Evaluation de I'expression des transcrits par RT-PCR analytique

Les amplifications sont réalisées a 1’aide de la Platinum®TaqgDNA Polymerase
High Fidelity (Invitrogen) sur une quantité d’ADNc de 100 ng et dans un volume réactionnel
de 35 pL. Cette enzyme présente une fidélité six fois plus €levée par rapport a d’autres Taq
Polymerases couramment utilisées pour la PCR. De plus, elle est capable d’amplifier des
séquences ADN allant jusqu’a 12 Kb. Pour chaque réaction, le mélange réactionnel de la PCR
est composé de 3.5 pL de tampon High Fidelity PCR Buffer 10X, 0.7 uL de dNTP (10 mM)),
3.50 pL de MgSO4 (50 mM), 0.175 pL d’enzyme Platinum®Taq Polymerase High Fidelity (5
U/uL), 0.35 pL d’amorce sens (10 uM), 0.35 pL d’amorce anti-sens (10 uM), 2 uL de
matrice d’ADNc (50 ng/uL), QSP avec de I’eau stérile. Le témoin négatif est réalisé en
excluant la matrice du mélange réactionnel. Les réactions d’amplification commencent par
une dénaturation de I’ADN double brin a 94 °C pendant 2 min suivie de 35 cycles composés
chacun d’une dénaturation des produits d’amplification a 94°C pendant 30 sec, d’une

hybridation des amorces pendant 30 sec a une température déterminée pour chaque couple
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d’amorce (Tableau 1, Annexe 2), et enfin de la polymérisation a 68°C pendant 1 min. Les
résultats sont ensuite visualisés sur gel d’agarose de 2 a 3 % selon la taille des produits de

PCR obtenus.

3.3.3.2 Visualisation des produits de PCR sur gel d’agarose

Les produits de PCR sont mélangés a une solution de Bleu de Bromophénol (0.02
M EDTA, 50 % (v/v) glycérol, 1 % (p/v) BB, 2 % (p/v) Ficoll 400) dans des proportions 5/1
(v/v) et déposés sur un gel d’agarose de 1 a 3 % selon la taille des fragments attendus. La
migration se fait sous une tension de 100 V en tampon borate (Tris 0.135 M, acide
orthoborique 0.045 M). L’ADN est visualisé sous rampe UV (366 nm) grace au Gelstart®
Nucleic Acid Gel Stain (Lonza Group LTD), un intercalant de I’ADN contenu dans le gel (0.5
pg/mL), et la taille des bandes est évaluée a I’aide de marqueurs de taille de 50 pb a 10 Kb
(Biolabs).

3.3.3.3 Evaluation de I'expression des transcrits par RT-PCR semi-
quantitative

Les amplifications sont réalisées a 1’aide de la Platinum®TaqgDNA Polymerase
High Fidelity (Invitrogen), sur une quantit¢é d’ADNc de 100 ng et dans un volume réactionnel
de 35 puL. Le mélange réactionnel de la PCR est composé de 3 uL de tampon High Fidelity
PCR Buffer 10 X, 0.6 uL de dNTP (10 mM), 3 uL de MgSO4 (50 mM), 0.15 pL d’enzyme
Platinum®Taq Polymerase High Fidelity (5 u/uL), 0.69 uL d’amorce sens (10 uM), 0.69 pL
d’amorce anti-sens (10 uM), QSP 35 uL avec de I’eau stérile et en présence de 100 ng de
matrice d’ADNec. Le témoin négatif est réalisé en excluant la matrice du mélange réactionnel.
Les réactions d’amplification commencent par une dénaturation de I’ADN double brin a 94
°C pendant 2 min, suivie de 28 cycles composés chacun d’une dénaturation des produits
d’amplification a 94 °C pendant 30 sec, d’une hybridation des amorces pendant 30 sec a une
température déterminée pour chaque couple d’amorce (Tableau 2, Annexe 2), et enfin de la
polymérisation a 68°C pendant 1 min. Les résultats sont ensuite visualisés sur gel d’agarose

comme décrit précédemment.
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3.3.3.4 Evaluation de I'expression des transcrits par RT-PCR quantitative

Le principe de la PCR quantitative repose que la quantification des fragments
d’ADN génomique ou d’ADNc modifiés a ’aide soit d’une sonde marquée a ces deux
extrémités (5° FAM, 3° MGB6, fluorophores) ou chimie TagMan, soit d’un agent fluorophore
et intercalent de ’ADN ou chimie SYBR Green.

La quantification des transcrits totaux du gene RHOH a été réalisée grace a la
chimie TagMan et le systeme 7900HT Fast Real-Time PCR. Les expériences sont réalisées en
double expemplaire en plaque de 96 puits. Le mélange réactionnel (10 uL par échantillon) est
constitué¢ de 5 pL de TagMan® Master Mix 2X, 0.6 uL d’amorce sens a 10 uM, 0.6 pL
d’amorce antisens a 10 uM, 0.3 pL de sonde fluoromarquée a 20 uM (Tableau 3, Annexe 2),
2 uL d’ADNc a 25 ng/uL et 1.5 pL d’eau stérile. Afin de s’assurer de la pertinence des
résultats, un témoin sans matrice est réalisé. L’ADNc des lignées cellulaires lymphoides B
Namalwa et Raji expriment des taux importants de transcrits RHOH et ABL, et ont été
utilisées pour générer une courbe de calibration constituée d’une dilution sériée au 1/10° de 5
points. Cette droite d’étalonnage sert a évaluer I’efficacité de PCR pour chaque couple
d’amorces. L’expression des transcrits (ARNmq) est évaluée par I’équation ARNmq =
I/puissance [(Ct-b)/a], relativement a 1’échantillon utilisé¢ pour la courbe de calibration. La
quantification des transcrits des genes cibles est alors normalisée par I’expression du gene de

référence ABL.

Pour la quantification des transcrits RHOH spécifiques des sites d’initiation de la
transcription en amont des exons 1, 2 ou 4 ou de certains autres génes, nous avons utilisé la
méthode SYBR Green. Le mélange réactionnel (10 pL par échantillon) est constitué de 5 pLb
de SYBR®Green PCR Master Mix 2X, 0.4 pL d’amorce sens a 10 uM, 0.4 uL d’amorce
antisens a 10 uM (Tableau 3, Annexe 2), 2 uL d’ADNc a 25 ng/uL et 2.2 pL d’eau stérile.
Afin de s’assurer de la pertinence des résultats, un témoin sans matrice est réalis¢. L’efficacité
de PCR est évaluée par une courbe de calibration constituée d’une dilution sériée au 1/10° de
5 points, a partir de I’ADNc soit d’une lignée cellulaire, soit des cellules de patient. Afin de
pourvoir comparer les taux des transcrits RHOH initiés en amont des exons 1, 2 ou 4 entre
eux, I’expression des transcrits (ARNmq) est évaluée pour chacun des échantillons par

I’équation suivante ARNmq = 1/puissance (Eff; Ct). L’efficacité de PCR (Eff) est calculée
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par Eff = puissance [10;(-1/a)], a étant la pente de la courbe de calibration. Cette
quantification est ¢galement réalisée pour les autres génes. L’évaluation du taux des transcrits

des genes cibles est alors normalisée par 1’expression du gene de référence ABL.

3.4 Méthode de clonage des fragments du promoteur P3
3.4.1 Matériel

3.4.1.1 Le plasmide pGL4.14[luc2/Hygro]

Le pGLA4.14[luc2/Hygro] a été utilisé pour le clonage des fragments du promoteur
P3 du géne RHOH en vue de son étude dans les cellules hématopoiétiques. Ce vecteur est un
plasmide contenant la séquence codante pour la luciférase du ver luisant, dépourvue de
promoteur et située en aval d’un site de clonage multiple. Notre choix pour ce vecteur repose
sur le faible bruit de fond obtenu lors des mesures d’activité luciférase, et son haut niveau
d’expression de la luciférase. Il comporte également une cassette de résistance a
I’hygromycine utilisée pour la sélection de cellules eucaryotes. Ce plasmide est

commercialisé par la société Promega, sa carte est représentée sur la Figure 26.
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3.4.1.2 Les bactéries
La souche XL1-blue (recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17, supE44, relAl, lac[F’,
proAB, lacl®ZAM15, Tnl0 (Tet")] est déficiente en systéme de restriction et de recombinaison
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Escherichia Coli, ce qui permet de maintenir de maniere stable des transgénes dans les

plasmides recombinés. Elle est donc utilisée pour I’amplification de tous les plasmides.

3.4.2  Obtention des fragments du promoteur P3 du géene
RHOH

3.4.2.1 Réactions de PCR

Les fragments du promoteur P3 du géne RHOH ont été obtenus par PCR grace a un
mélange contenant 15 pL de tampon /0 X High Fidelity PCR, 6 uL de MgSQO4 (50 mM), 3 uL
dNTP (10 mM dATP, 10 mM dCTP, 10 mM dGTP, 10 mM dTTP), 3 uL d’oligonucléotides
sens (10 uM), 3 uL d’oligonucléotides antisens (10 uM), 0.6 uL. d’enzyme Platinum® Taq
High Fidelity (Invitrogen), 300 ng d’ADN génomique matrice (ex : Raji), complété jusqu’a
150 pL par de I’eau stérile. Ce mélange est réparti a raison de 50 pL par tubes. La description
des couples d’amorces spécifiques utilisés est présentée dans le Tableau 4 (Annexe 1) . Un
controle négatif ne comprenant par de matrice est réalis¢ en parallele. La spécificité de ces
amorces a ¢été¢ optimisée en choisissant les oligonucléotides grace au logiciel PCGene. Pour
pouvoir insérer les produits de PCR dans le plasmide pGL4.14[/uc2/Hygro], une séquence de
12 nucléotides comportant un site HindIIl a été ajoutée en 5’ des amorces sens et antisens. Le
programme d’amplification est le suivant : 1 cycle de dénaturation a 94°C pendant 2 min suivi
des 3 étapes suivantes : dénaturation a 94°C pendant 30 sec, hybridation a 55-58°C pendant
30 sec et ¢longation a 68°C pendant 1 & 3 min, répétées 35 fois. Un refroidissement des
échantillons a 4 °C acheve ce programme. Apres la PCR, 5 pL de tampon de charge ADN 5 X
sont ajoutés a 20 pL du produit de PCR et déposés sur un gel d’agarose de 1 a 3 %, selon la

taille de I’ampligéne, et contenant du BET.

3.4.2.2 Digestion des produits de PCR

Suite a I’amplification par PCR et a la vérification de la qualité des produits de
PCR sur gel d’agarose, ces derniers sont soumis a une digestion enzymatique par HindIII
(Fermentas). 15 pL de tampon 10 X sont ajoutés aux 130 pL de produits de PCR restants,
plus 5 a 10 pL d’enzyme. Le tout est mis a incuber 1 H 30 dans un bain-marie a 37 °C. Les

produits de digestion sont ensuite refroidis et purifiés sur colonne en suivant le protocole du
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kit QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen) et ¢élués dans 30 pL d’eau stérile. La

concentration des produits de PCR est évaluée par la technique Nanodrop (ThermoFischer).

3.4.2.3 Linéarisation du plasmide pGL4.14[luc2/Hygro]
10 pg du plasmide pGL4.14[/uc2/Hygro] sont digérés pendant 1 H 30 a 37 °C par

50 unités d’enzyme de restriction HindIIl (10 u/uL), en présence de 5 uL de tampon 10 X
dans un volume réactionnel de 50 pL. L’efficacité de la réaction de digestion est vérifiée par
migration sur gel d’agarose. Le plasmide linéarisé est ensuite déphosphorylé afin de limiter
par la suite sa recircularisation sur lui-méme et ainsi le nombre de transformants ne
renfermant pas de fragment d’ADN d’intérét. Aux 50 pL de solution de plasmide digéré sont
ajoutés 6 pL de tampon 10 X et 6 puL de phosphatase alcaline (Calf Intestin Alcalin
Phosphatase, 10 u/pL, New England Biolabs). Le mélange réactionnel est incubé 1 H 30 a 37
°C. Le plasmide ainsi linéarisé et déphosphorylé est purifié¢ a 1’aide du kit de purification de
I’ADN (Qiagen) et repris dans 30 pL d’eau. La concentration du plasmide linéarisé ainsi

préparé est évaluée par le systeme Nanodrop (ThermoFischer).

3.4.2.4 Insertion des fragments du promoteur P3 du géne RHOH dans le
plasmide pGL4.14[luc2/Hygro] linéarisé

Le mélange réactionnel comprend 200 ng de plasmide pGL4.14[luc2/Hygro] linéarisé

et purifi¢, 600 ng de produit de PCR digéré et purifié, 1 uL de 74 DNA ligase (Promega), 1

pL de tampon 10 X et de I’eau (volume final 10 pL). L’ensemble est incubé une nuit a 4 °C.

3.4.2.5 Préparation des bactéries XL1 compétentes et transformation
bactérienne

Les bactéries compétentes sont préparées le jour méme de la transformation, et il
est nécessaire de travailler sur glace. Les bactéries XL1 sont relancées dans 20 mL de milieu
LB 1 nuit a 37 °C, puis le lendemain dans du nouveau milieu de culture pour 3 H. 10 mL de
cette culture sont prélevés et centrifugés a 5.000 rpm pendant 8 min a 4 °C. Le culot bactérien
est ensuite repris par 1 mL de TSS (milieu LB, 10 % p/v PEG 6000, 50 uL DMSO et 50 uL
MgSO4 1 M). 100 pL de bactéries compétentes sont utilisées par transformation, en présence

de 3 uL du mélange réactionnel obtenu pour I’insertion des produits de PCR dans le plasmide
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linéarisé. Les bactéries sont ensuite incubées 30 min sur glace. Afin de développer la
résistance a 1’ampicilline, 900 pL de TSS supplémenté par 100 uL de Glucose 2 M sont
ajoutés aux bactéries, qui sont alors incubées 1 H a 37 °C, avec agitation. 100 ou 200 pL sont
ensuite étalés sur boite de Pétri contenant du LB-agar et de ’ampicilline et les boites sont

incubées une nuit a 37 °C.

3.4.2.6 Extraction de I'ADN plasmidique

3.4.2.6.1 Vérification des clones bactériens

La méthode de clonage utilisée permet, apreés coupure enzymatique (HindIIl) et
migration sur gel d’agarose, de savoir rapidement quels sont les plasmides recombinants
contenant a 1’origine des fragments de promoteur P3 du gene RHOH. 11 est important de noter
que lutilisation d’un site enzymatique (HindIll) unique induit la possibilit¢ d’une
recircularisation du vecteur sur lui-méme au cours du clonage. De plus, rien ne permet de
distinguer un clone bactérien résistant a I’ampicilline et contenant un plasmide recombinant
d’un clone contenant un plasmide vide et également résistant. Il est donc nécessaire de vérifier
si certains clones bactériens sont positifs et contiennent le plasmide recombinant d’intérét.
Pour cela, une préparation rapide de ’ADN plasmidique est effectuée, suivie d’une digestion
enzymatique par HindIIl. Chaque clone bactérien est mis en culture en présence d’ampicilline
une nuit a 37 °C. 1.5 mL est centrifugé a 13.000 rpm durant 2 min. Le culot bactérien est alors
repris par 300 pL de tampon de lyse (50 mM EDTA, 10 mM Tris pH 8, 0.5 % Triton, 0.8 %
sucrose) complémenté par 50 pL de solution de lysozyme (10 mg/mL). Le tout est mis a
¢ébullition 40 sec puis centrifugé 10 min a 13.000 rpm. Un amas gélatineux, contenant des
membranes et autres contaminants, est alors observé et retiré minutieusement. L’ADN
plasmidique est ensuite purifié par précipitation par 400 pL d’isopropanol et 60 uL d’acétate
de sodium 2 M, puis centrifugation a 13.000 rpm durant 15 min. Le culot est séché et repris
par 50 uL de TE 1 X. 3 pL sont soumis a une digestion enzymatique par HindIIl & 37 °C,
durant 1 H 15 (mélange réactionnel : 1 pL de RNase, 2 uL de tampon 10 X, 1 uL d’enzyme,
13 pL d’eau stérile, 3 L d’ADN plasmidique). L’ensemble est déposé sur gel d’agarose de 2
a 3 % contenant du BET. Les clones positifs sont ceux pour lesquels les tailles des fragments

d’ADN attendues sont correctement retrouvées.
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3.4.2.6.2 Purification de I'’ADN plasmidique en vue de son
séquencage
A partir des cultures réalisées sur les clones positifs, une purification de ’ADN
plasmidique est réalisée grace au kit de minipréparations Wizard® Plus Minipreps DNA
Purification System (Promega), soit le jour méme, soit le lendemain. L’ADN obtenu, repris
par 50 pL d’eau stérile, est quantifi¢ par le systeme Nanodrop (Nanodropl000,
ThermoFischer), puis préparé pour étre séquencé. Le séquengage des fragments d’ADN
d’intérét insérés dans les plasmides contenus dans les clones positifs est réalisé par la société
GATC Biotech (Allemagne) a partir d’ADN plasmidiques purifiés et en utilisant les amorces
spécifiques du plasmide pGLA4.14[luc2/Hygro] : pGL4S (5°-
AGTGCAGGTGCCAGAACATT -3’) et pGL4AS (5’- TCCATGGTGGCTTTACCAAC -
3’). La méthode est basée sur I’incorporation de nucléotides couplés a des fluorochromes
(méthode Sanger). Une fois les séquences correspondantes a chaque clone obtenues, une
analyse de comparaison avec la séquence génomique du géne RHOH est réalisée au

laboratoire, a 1’aide du logiciel ClustalW du site Internet EBI (www.align.genome.jp), nous

permettant de déterminer I’orientation des fragments d’ADN d’intérét dans le plasmide
pGLA4.14[luc2/Hygro]. Pour les clones dont les plasmides recombinants contiennent les
fragments d’ADN d’intérét orienté en sens et dont la séquence nucléotidique est correcte, un

stock d’ADN plasmidique est alors réalisé.

3.5 Meéthode de préparation des stocks d’ADN plasmidique

3.5.1 Mateériel plasmidique

Le plasmide pSGS5 est un vecteur d’expression utilisé pour la surexpression du facteur
de transcription cJun humain (pSG5-cJun). Les vecteurs pSGS5 et pSGS5-cJun ont été fournis
par le Dr. Marie-Héléne David-Cordonnier (Unité INSERM 837 équipe 4, Lille, France). La
cartographie du vecteur pSGS5 est représentée sur la Figure 27 (page suivante). Le plasmide
pRSV est un vecteur d’expression, qui a été utilis€é pour la surexpression du facteur de
transcription JunD humain (pRSV-hJD) dans les lignées lymphoides B. Les vecteurs pRSV et
pRSV-hJD ont été¢ fourni par le Dr. Yosef Shaul (Weizmann Institute of Science, Rehovot,
Israel). La cartographie du vecteur pRSV est représentée sur la Figure 27 (page suivante). Le
plasmide pCR3.1 est un vecteur d’expression utilisé¢ pour la surexpression de TAM67, un

dominant négatif du facteur cJun, ne possédant pas le domaine transactivateur de ce dernier.
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Les plasmides pCR3.1 et pTAMG67 ont été fournis par le Dr. Michael J. Birrer (National
Institutes of Health, Rockville, MD). La cartographie du vecteur pCR3.1 est représentée sur la
Figure 27. Le plasmide pCMV6 (pCMV6XLY5) est un vecteur d’expression utilisé pour la
surexpression du facteur de transcription JunB humain (pCMV6-JunB). Les vecteurs pCMV6
et pCMV6-JunB proviennent de ’entreprise OriGene Technologies, Inc. La cartographie du

vecteur pPCMV6 est représentée sur la Figure 27.
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Figure 27 : Cartographie des plasmides pSGS, pRSV, pCR3.1 et pCM V6.

3.5.2  Amplification de 'ADN plasmidique

3.5.2.1 Transformation bactérienne

Deux méthodes de transformation bactérienne ont été utilisées : la premicre,
précédemment décrite (page 86) ; la seconde détaillée ci-apres. Les boites de Pétri contenant
du LB-agar et de I’amplicilline sont préchauffées a 37 °C. 1-5 uL d’ADN plasmidique purifié

sont mélangés aux bactéries Z-Competent™ (ZymoResearch), contenues dans un tube et
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maintenues sur la glace environ 5 min. 50 a 100 pL de la solution bactérienne sont ensuite
¢étalés sur boite de Pétri, incubé 1 nuit a 37 °C. Un clone bactérien est relancé dans 10 mL de
LB-ampicilline 1 nuit a 37 °C. 1 mL de cette culture est repris dans 250-500 mL de LB

ampicilline et remis a 37 °C une seconde nuit.

3.5.2.2 Purification de 'ADN plasmidique
La purification de ’ADN plasmidique est réalisée a I’aide du kit NucleoBond®

Xtra Maxi Plus (Macherey-Nagel) ou du kit EndoFree® Plasmid Purification (Qiagen),
utilis¢é pour les plasmides transfectés dans les lymphocytes T normaux (quantité
d’endotoxines réduite). L’ADN plasmidique, repris par du TE 1 X, est quantifi¢ par le
systeme Nanodrop1000 (ThermoFischer). La solution mére est conservée a 4°C. Une dilution

a la concentration désirée est réalisée dans de ’eau stérile.

3.6 Méthode d’analyse de I'activité du promoteur P3 du géne
RHOH

3.6.1 Transfections transitoires

3.6.1.1 Matériel

Les plasmides pSGS, pRSV, pCR3.1 et pCMV6 (obtenus des Drs Marie Héléne David
Cordonnier, Yosef Shaul, Michael J. Birrer et OriGene Technologies) ont été utilisés au cours
des transfections, par électroporation par la méthode Amaxa. De méme, les plasmides
pGLA4.14[luc2/Hygro] recombinants générés au laboratoire (paragraphe 3.4.2. page 85) ont

été transfectés par cette méthode.

Dans le but d’invalider des genes cibles, des ARN interférents (ou siRNA) ont été utilisés et
transfectés par la méthode Amaxa : siJunD 5’-ACGCGAACCUGAGCAGCUAUU-3’ dirigé
contre les transcripts du géne JUND ; sic-Jun 5’- AAGAACGUGACAGAUGAGCAGUU -3’
dirigé contre les ARNm c-JUN et siJunB 5’- AAACAGAAGGUCAUGACCCACUU -3’
dirigé contre les transcrits du géne JUNB [11]. L’ARN interférent siRFP 5°-
AGACGGUGGUCAUUACCUAUU -3’ est dirigé contre la Red Fluorescent Protein et a été

choisi comme contrdle négatif, ne ciblant aucun transcrit humain.
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3.6.1.2 Transfection par éléctroporation

Les transfections de plasmides ou d’ARN interférents (siRNA) ont été réalisées par
électroporation en utilisant les réactifs et le systéme Amaxa (Lonza Group LTD). 0.5-5.10°
cellules par transfection sont centrifugées a 200 g durant 10 min, et sont ensuite reprises par
100 puL de solution de transfection, puis mélangées a I’ADN (4.5 ng de plasmide d’intérét et
0.5 pg de pRSV-Bgal, utilisé pour le contrdle de I’efficacité de transfection) ou a I’ARN (500
nM) et déposées dans une cuvette. Les cellules subissent alors le choc électrique puis sont
reprises par 500 pL de milieu préalablement chauffé a 37 °C. Ce volume est ajouté a ImL de
milieu chaud contenu dans une plaque 12 puits. A chaque lignée cellulaire correspond un
programme précis d’électroporation, qui a été soit mis au point au laboratoire, soit obtenu des
bases de données de la société Lonza (Annexe 3). 48H apres transfection, les cellules sont
centrifugées et congelées a -80°C. Elles sont utilisées soit pour 1’é¢tude du niveau d’expression

des genes, soit pour 1’évaluation de 1’activité promotrice.

3.6.1.3 Evaluation de I'activité du promoteur P3 du gene RHOH

3.6.1.3.1 Extraction des protéines
L’activité du promoteur P3 est évaluée par mesure de 1’activité de la luciférase
exprimée par les constructions pGL4.14[luc2/Hygro], normalisée par I’activité enzymatique
de la B-galactosidase exprimée par le plasmide pRSV-BGal (contrdle interne de 1’efficacité
des transfections). Les culots cellulaires, conservés a -80 °C, sont repris apres décongélation
par 250 pL de tampon de lyse (Potassium Phosphate 100 mM pH 7.8, 0.2 % Triton X-100,
DTT 1 mM) et incubés 5 min a température ambiante. Les lysats sont ensuite centrifugés 5

min a 13.000 g et le surnageant est transféré dans un nouveau tube.

3.6.1.3.2 Quantification de I’activité promotrice
L’activité luciférase de chaque échantillon est évaluée a partir de 50 pL
d’échantillon avec 100 pL de tampon (Tris phosphate 25 mM, MgCl, 8 mM, DTT 1 mM,
Triton X-100 1 %, Glycérol 15 %, ATP 2 mM, luciférine 0.25 mM). La luminescence est
alors quantifiée sur un luminometre. L’activité de la Bgalactosidase est évaluée grace au kit
Luminescent -Galactosidase Detection Kit II (Clontech). 196 uL de tampon sont ajoutés a 4

pL de substrat par transfection. 25 puL d’échantillon y sont ajoutés et incubés 1 H a
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température ambiante et a I’abri de la lumiére. La luminescence est quantifiée sur un

luminométre.

L’activité promotrice est évaluée en divisant les mesures obtenues pour 1’activité
luciférase par les résultats de la B-galactosidase. Pour faciliter la comparaison des expériences
entre elles, le ratio correspondant a la transfection du plasmide vide pGL4.14[/uc2/Hygro] est

arbitrairement fixé a 1 unité et chaque quantification rapportée a cette référence.

3.6.2 Transfections stables

3.6.2.1 Génération de lignées Jurkat

Pour étudier I’activité du promoteur P3 du géne RHOH dans la lignée cellulaire
Jurkat a des temps courts d’activation (3 H), les transfections transitoires ne sont pas
suffisantes pour obtenir une activité luciférase analysable. Pour pouvoir analyser ces temps
d’activation, nous avons génér¢ des lignées Jurkat CD69 exprimant de maniére stable
chacune des constructions plasmidiques pGL4.14[/uc2/Hygro] contenant un fragment du
promoteur P3 ainsi que pour le plasmide vide, grice a la cassette de résistance a
I’hygromycine présente dans le plasmide d’origine. Tout d’abord, une mise au point de la
quantité d’hygromycine nécessaire a été effectuée. Des cultures de la lignée Jurkat CD69™ ont
été effectuées en présence d’une gamme de concentration de cet antibiotique (0 a 1000
pg/mL). La concentration en hygromycine pour laquelle les cellules sont toutes mortes en 10

jours a été sélectionnée comme concentration de travail, soit 300 pg/mL dans notre cas.

Pour la génération de ces lignées, les cellules Jurkat CD69™ ont été transfectées par les
plasmides pGL4.14[luc2/Hygro] recombinants ou non. Les cellules ont été laissées 48 H en
culture pour permettre 1’expression de la résistance a I’hygromycine et la reconstitution des
membranes cellulaires apres le choc électrique. Apres ce temps, les cellules ont été cultivées
en présence d’hygromycine pendant 15 jours. La population CD69" de chaque lignée
cellulaire stable a ensuite été triée dans le but d’obtenir une population ne présentant pas ce

marqueur d’activation a la membrane (paragraphe 3.2.3. page 80). Les cellules ont ensuite

92



Matériel et Méthodes

été cultivées 3 H en présence de molécules synthétiques, puis centrifugées et conservées a -80

°C.

3.6.2.2 Evaluation de l'activité promotrice

L’évaluation de ’activité promotrice des fragments du promoteur P3 a été réalisée par la
quantification de I’activité luciférase normalisée par la quantité de protéines présentes dans

chaque échantillon (BioRad, paragraphe 3.6.1.3. page 91).

3.7 Méthode de quantification des cytokines sécrétées par
les techniques ELISA et Luminex

3.7.1 Dosage des cytokines par la méthode ELISA
(Enzyme Linked-Immuno-Sorbent Assay)

3.7.1.1 Quantification des protéines CCL1, CCL23 et IL16
Les dosages des chémokines CCL1, CCL23 et de I'interleukine IL16 ont été réalisés

en utilisant les kits human CCLI1/I-309 DuoSet, human CCL23/MPIF-1 DuoSet et human
IL16 DuoSet (R&D Systems).

3.7.1.1.1 Préparation des plaques

Les anticorps de capture sont dilués dans du PBS a la concentration adéquate pour
chacun, puis déposés a raison de 100 pL par puits dans une plaque de 96 puits (R&D
Systems) laissée ensuite une nuit a température ambiante. Les puits sont alors lavés 3 fois
dans du tampon de lavage (R&D Systems) afin d’éliminer les anticorps non adsorbés. La
saturation des sites aspécifiques est ensuite effectuée par la solution de dilution (PBS-BSA 1
%). L’ensemble est incubé 1 H a température ambiante. Les puits sont & nouveau lavés 3 fois.

La plaque, ainsi préparée, peut tre utilisée pour la quantification.

3.7.1.1.2 Préparation des échantillons et des standards

Chaque standard a été reconstitué par du tampon de dilution a la concentration

recommandée par le fournisseur. Une courbe d’étalonnage de 7 points a été réalisée par
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dilution sériée au 2 a partir des stocks méres dans du tampon de dilution. Ce tampon est
utilis€ comme point zéro de la gamme. Les échantillons sont utilisés soit purs, soit dilués au '4

et 1/10 dans du tampon de dilution.

3.7.1.1.3 Procédure de I'expérimentation

Les standards et les échantillons sont déposés sur la plaque a raison de 100 pL par
puits en double exemplaire. L’expérimentation est alors réalisée suivant le protocole fourni
par le fabricant. Une fois la réaction stoppée, 1’absorbance est mesurée a 450 nm dans un

lecteur de plaque. Les valeurs obtenues sont corrigées par une lecture a 540 nm.

3.7.1.2 Quantification de l'interleukine IL26
Ce dosage a été réalisé a I’aide du kit human interleukin 26 (IL-26) ELISA kit (Cusabio

Biotech Co, LTD).

3.7.1.2.1 Préparation des standards et des échantillons

Le standard est repris par ImL de tampon de dilution (Sample Diluent) a une
concentration de 4000 pg/mL. Une dilution sériée au 2 du standard est ensuite effectuée dans
ce méme tampon (soit de 4000 a 65 pg/mL). Le tampon de dilution est utilis¢ comme point
zéro de la gamme. Les échantillons ont été utilisés soit purs soit dilués au 'z ; 1/10 et 1/100

dans du tampon de dilution.

3.7.1.2.2 Procédure de I'expérimentation
L’expérimentation est réalisée selon le protocole founi par le fabricant. Une fois la
réaction stoppée, 1’absorbance est mesurée sur un lecteur de plaque a 450 nm dans les 30 min
qui suivent l’arrét de la réaction. La quantification est ensuite faite grace a la courbe

d’étalonnage.
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3.7.2 Dosage des cytokines par la méthode Luminex™

3.7.2.1 Préparation des standards et des échantillons

Certains standards sont un mélange de plusieurs protéines. Nous avons donc utilisé le
standard du kit Human IL4 Singleplex Bead Kit pour la gamme d’étalonnage lors du dosage
du TNFa et de I’IL4, et celui du kit Human IL3 Singleplex Bead Kit pour le dosage de 1’1113,
MIPla et MIP1P. Les gammes ont été réalisées par une premiere dilution au ’2 dans du
tampon de dilution puis en dilution sériée au 1/3. Le tampon de dilution a été utilis¢é comme
zéro de la gamme. Les échantillons ont été utilisés dilués au 1/5 dans du tampon de dilution et

au Y et 1/20.

3.7.2.2 Détection de MIP1a, MIP186, IL4, IL13 et TNFa par la méthode Luminex

Le dosage des cytokines IL4, IL13 et TNFa et des chemokines MIP1a et MIP1f a
été effectué¢ en utilisant les tampons du kit Extracellular Protein Buffer Reagent Kit for
Human and Monkey et les réactifs contenus dans les kits Human IL4 Singleplex Bead Kit,
Human IL13 Singleplex Bead Kit, Human TNFa Singleplex Bead Kit, Human MIPla
Singleplex Bead Kit and Human MIP1b Singleplex Bead Kit (Invitrogen). En considérant la
compatibilité¢ des différentes billes, les protéines MIPla, MIP1p et IL13 ont été quantifiées
ensemble dans une expérience et les cytokines IL4 et TNFa dans une seconde expérience.
Celles-ci ont été réalisées suivant le protocole founi par le fabricant. La lecture des résultats
est ensuite effectuée grace au systeme Luminex. Les paramétres de 1’appareil utilisé ont été

les suivants :

Paramétres d'utilisation :

Volume d echantillon S0pl
Temps d analyse Blsec
Vitesse d'injection 60uL./min
Fenétre de mesure basse 7500
Fenétre de mesure haute 15000
MNombre de billes de chaque

type a analyser 100 billes

La quantification est ensuite faite grace a la courbe d’étalonnage.
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3.8 Méthode d’analyse des interactions facteurs de
transcription-ADN

3.8.1 Technique de retard en gel

3.8.1.1 Principe de la technique
Le retard en gel ou EMSA (Electrophoretic Mobility Shift Assay) est une technique

permettant de détecter une interaction entre une protéine et des acides nucléiques. Le
fragment nucléotidique étudié est mis en contact ou non avec la protéine susceptible de se
fixer dessus, puis I’ensemble est alors déposé sur un gel et assujetti a une électrophorese non
dénaturante. Si la protéine se fixe effectivement sur le fragment (appelé sonde), la migration
de ce dernier sera plus lente qu’en absence de protéines. La bande correspondante aura migré

moins loin sur le gel, elle est dite retardée. Dans le cas contraire, aucun retard n’est observé.

3.8.1.2 Extraction nucléaire

250.10° cellules sont collectées par centrifugation puis lavées 3 fois par du PBS
froid. Les cellules sont ensuite resuspendues dans 4 mL du tampon 1 froid (10 mM NacCl, 0.4
M sucrose, 10 mM Tris-Cl a pH 7.8, 0.2 mM EDTA, 0.1 mM EGTA, 0.5 % Nonidet P-40,
complémenté par un cocktail complet d’inhibiteurs de protéases) et incubées 30 min sur la
glace avec agitation intermittente. 4 mL du tampon 2 froid (10 mM NacCl, 0.4 M sucrose, 10
mM Tris-Cl a pH 7.8, 0.2 mM EDTA, 0.1 mM EGTA, 1.5 M sucrose, 0.5 mM DTT,
complémenté par un cocktail complet d’inhibiteurs de protéases). Les noyaux des cellules
sont alors collectés par centrifugation a 10.000 rpm a 4 °C pendant 15 min puis lavés par 4
mL du tampon 3 froid (10 mM NaCl, 0.4 M sucrose, 10 mM Tris-Cl a pH 7.8, 0.2 mM
EDTA, 0.1 mM EGTA, 0.5 mM DTT, complémenté par un cocktail complet d’inhibiteurs de
protéases). Les culots nucléaires sont resuspendus a une concentration équivalente de 3.10°
cellules par mL dans du tampon 4 froid (20 mM Tris-Cl pH 7.8, 300 mM KCI, 0.2 mM
EDTA, 0.1 mM EGTA, 0.5 mM DTT, 25 % glycérol complémenté par un cocktail complet
d’inhibiteurs de protéases) et I’ensemble est mis sous agitation pendant 30 min a 4 °C. Les
extraits nucléaires sont alors centrifugés a 13.000 rpm pendant 15 min a 4 °C. Le surnageant
est récupéré et transféré dans un nouveau tube et soumis a une nouvelle centrifugation. Les
extraits sont alors aliquotés et conservés a -80 °C. La concentration en protéines est

déterminée par les réactifs de Bio-Rad.
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3.8.1.3 Radiomarquage des sondes

Les oligonucléotides utilisés pour la technique d’EMSA présentent une séquence
double brin longue de 30 a 40 bp (Tableau 5, Annexe 2). Le radiomarquage en 5’-OH des
oligonucléotides est effectu¢ a 1’aide de la polynucléotide kinase T4 et de y-ATP
(radiomarquage au 32P). 1 pL d’oligonucléotide simple brin sens (a 500 uM) est mis en
présence de 5 pL de tampon 10 X, de 2 uLL de T4 DNA ligase (10 U / uL), 5 pL de y-ATP et
37 pL d’H20 stérile. L’ensemble est placé a 37 °C durant 2 heures puis a 90 °C pendant 10
min. L’hybridation de [I’oligonucléotide marqué a [D’oligonucléotide simple brin

complémentaire est réalisée en ajoutant 1 uL d’oligonucléotide anti-sens.

3.8.1.4 Retard en gel

Le retard en gel s’effectue a partir d’une solution d’ADN radiomarqué a 200
«coups » par minutes (cpm) pour 5 pL. Les interactions entre I’ADN et les protéines
nucléaires sont réalisées comme suit : 5 pg d’extraits nucléaires sont mis en présence de 2 pL
d’ADN a 200 cpm / 5 pL, 3 pL de Tampon EMSA (5 X), 2 png de poly dI/dC (interactions
non spécifiques) et 2.5 pg de BSA (agrégation des protéines) dans un volume final de 15 pL
(QSP H20). La solution est incubée 30 min a 4 °C. Les échantillones sont ensuite déposés sur
un gel d’acrylamide/bisacrylamide (37/5) a 8 % (TBE 0.5 X) et la migration réalisée durant 2
H 30 a 300 V. Le gel est ensuite séché et révélé grace au systeme Phosphorlmager (445 SI).
Les extraits nucléaires sont préincubés 15 min avec les oligonucléotides compétiteurs et en

présence des poly dI/dC, BSA et du tampon, sont préincubés 15 min.

3.8.2 Technique d’Immunoprécipitation de la
Chromatine (ChIP)

3.8.2.1 Etape de fixation et sonication de 'ADN

La réaction d’immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) a été réalisée a 1’aide
du kit ChIP-IT™ de la société Active Motif. 45.10° cellules sont centrifugées a 800 rpm
pendant 5 min. Les culots sont repris par 60 mL de solution de fixation (1.6 mL formaldéhyde
37 % dans 60 mL de milieu RPMI) et incubés sous agitation 10 min a température ambiante.

Les cellules sont ensuite centrifugées 5 min a 800 rpm et lavées par 30 mL de PBS froid, puis
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sont a nouveau centrifugées 5 min a 800 rpm. La réaction de fixation est arrétée par 30 mL
d’une solution de glycine (3 mL de glycine 10 X dans 27 mL de PBS 1 X) et une incubation
de 5 min sous agitation. Les cellules sont centrifugées et lavées par 30mL de PBS. Apres une
centrifugation de 5 min a 800 rpm, elles sont reprises par 6 mL de Solution Cell froide (6 mL
de PBS avec 30 pL de PMSF 100 mM) et centrifugé 10 min a 2.500 rpm a 4 °C. Le
surnageant est retiré et le culot repris par 1 mL de tampon de lyse en présence d’inhibiteurs de
protéases et de PMSF. Les membranes sont fragilisées et le tout est incubé sur glace 30 min
pour la lignée cellulaire Raji et 60 min pour la lignée EH. Les noyaux sont récupérés par
centrifugation a 5.000 rpm durant 10 min a 4 °C. Le surnageant est retiré et ImL de tampon
de sonication (en présence d’inhibiteurs de protéases) est ajouté au culot. Le mélange est
réparti dans 3 tubes, soit 330 puL par tube. La sonication est réalisée sur chaque tube par une
sonde a ultrasons selon le programme suivant : 20 sec de sonication continue, suivies de 30
sec de repos sur glace, et ce de 15 a 25 fois selon 1’état de sonication de la chromatine
nécessaire (obtention des fragments d’ADN de 200 a 1000 bp). Les échantillons sont
centrifugés a 15.000 rpm a 4 °C durant 12 min. Les surnageants sont alors poolés, aliquotés et
conservés a -80 °C. 25 uL de chromatine soniquée sont alors soumis a une cassure des
pontages covalents entre ’ADN et les protéines, dans le but d’évaluer I’efficacité de la
sonication, mise en €vidence par migration de I’ADN sur un gel d’agarose. La concentration

en ADN des échantillons est ensuite quantifiée.

3.8.2.2 Immunoprécipitation de la chromatine

12 pg d’ADN couplé aux protéines ont ¢été utilisés par réaction
d’immunoprécipitation de la chromatine. Celle-ci est tout d’abord reprise par une solution de
billes couplées a des protéines G et incubée 2 H a 4 °C sur un rotor, afin d’éliminer toutes
fixations aspécifiques. Les tubes sont ensuite centrifugés 2 min a 4.000 rpm. Le surnageant
(chromatine) est transféré dans un nouveau tube. Celui-ci est a son tour centrifugé afin
d’éliminer les billes restantes. 10 uLL du surnageant récupéré est conservé tel quel a -80 °C et
servira de témoin positif lors des réactions de PCR (Input). Le surnageant restant est soumis a
I’immunoprécipitation en présence de 2 pug d’anticorps, soit fournis dans le kit (IgG controle
négatif et anticorps anti-RNA polymérase II), soit avec I’anticorps anti-human JunD de
SantaCruz Biotechnology, Inc. Les tubes sont incubés 1 nuit a 4 °C sur un rotor. Les
complexes anticorps-protéines-ADN sont alors mis en présence des billes couplées aux

protéines G et incubés 1 H 30 a 4 °C sous agitation, puis centrifugés 2 min a 4.000 rpm. Le
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surnageant est retiré et les billes sont lavées par différents tampons, comme indiqué dans le
protocole du kit. Les complexes sont alors dissociés des billes. L’ADN est mis en présence de
NaHCO3; 1 M, 1 % SDS et de tampon d’élution puis incubé 15 min a température ambiante
sous agitation. Les tubes sont centrifugés 2 min a 4.000 rpm. Le surnageant est transféré dans
un nouveau tube. L’étape est répétée 1 fois et les surnageants sont poolés. Les complexes
ADN-protéines sont ensuite défaits et I’ARN contaminant éliminé par 4 pLL. de NaCL 5 M et 1
pL de RNase A (réaction également réalisée sur I’échantillon Input). Les tubes sont alors
placés sur un bloc chauffant 1 nuit a 65 °C. Les protéines sont ensuite ¢liminées par 2 pL
d’EDTA 0.5 M, 2 uL de Tris-Cl pH 6.5 1 M et 2 uL de protéinase K et incubation des tubes 2
H a 42 °C. 1l est purifié¢ sur des minicolonnes puis lavé plusieurs fois par des tampons
contenant de I’éthanol. L’ADN est ensuite ¢lué par 50 pL. d’eau traitée au DEPC, DiEthyl
PyroCarbonate, un inhibiteur de RNases. L’ADN est dilué au 1/5° dans de ’eau stérile et

soumis aux réactions de PCR ou conservé a -20 °C.

3.8.2.3 Evaluation de la présence des fragments d’ADN génomique par PCR
analytique

Les amplifications sont réalisées a 1’aide de la Platinum®TaqgDNA Polymerase
High Fidelity (Invitrogen) sur 5 pL d’échantillon et dans un volume réactionnel de 25 pL. Le
mélange réactionnel de la PCR est composé de 2.5 pL de tampon PCR Buffer 10 X (ChIP-
IT™ Active Motif), 1 pL de dANTP (5 mM), 0.2 uL d’enzyme Platinum®Taq Polymerase
High Fidelity (5 u/uL), 2 pL d’amorce sens (10 uM), 2 pLL d’amorce anti-sens (10 uM), 5 uL.
de matrice et 12.3 uL d’eau stérile. Le témoin négatif est réalisé en excluant la matrice du
mélange réactionnel. Les réactions d’amplification commencent par une dénaturation de
I’ADN double brin a 94 °C pendant 3 min suivie de 36 cycles composés chacun d’une
dénaturation des produits d’amplification a 94 °C pendant 20 sec, d’une hybridation des
amorces (Tableau 6, Annexe 2) a 59 °C pendant 30 sec et de la polymérisation a 72 °C
pendant 30 sec. Les résultats sont ensuite visualisés sur gel d’agarose de 2 a 3 % selon la taille

des ampligénes obtenus, en présence de GelStar®.

3.8.2.4 Quantification des fragments d’ADN génomique par PCR quantitative
Les PCR quantitatives sont réalisées a 1’aide du SYBR® Green PCR Master Mix

2X en présence de 5 pL d’échantillon dans un volume réactionnel de 25 pL. Le mélange de
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PCR est composé de 12.5 pL de tampon 2 X SYBR® Green PCR Master Mix, 2 pL d’amorce
sens (10 uM), 2 uLL d’amorce anti-sens (10 uM), 5 puL d’échantillon et 3.5 pL d’eau stérile.
Les amorces utilisées sont indiquées Tableau 7 (Annexe 2). Le témoin négatif est réalisé en
excluant la matrice du mélange réactionnel. Le nombre de copies de I’ADN génomique est
calculé en divisant la quantité des produits de PCR, évaluée comme décrit dans le paragraphe
page, par son poids moléculaire puis en multpliant la valeur obtenue par le nombre

d’Avogadro.

3.9 Méthode d’analyse de l'expression des protéines par
électrophorese monodimensionnelle SDS-PAGE

Le principe de I’analyse ¢électrophorétique monodimensionnelle SDS-PAGE repose sur

la séparation des protéines en fonction de leur masse moléculaire. Les protéines, molécules

amphoteres, sont placées dans un milieu basique ; elles acquierent ainsi une charge globale

négative et migrent de la cathode vers 1’anode.

3.9.1 Matériel

Les anticorps primaires utilisés pour 'immunomarquage sont les suivants : anti-
human phospho-CamKII, anti-human CamKII, anti-human lamin B, anti-human beta actin,
anti-human Runx1 provenant de Cell Signaling, et anti-human c-Jun, anti-human JunB, anti-
human JunD, provenant de Santa Cruz et I’anti-human RREB1 de Rockland. Les anticorps
secondaires sont des anticorps anti-mouse et anti-rabbit conjugué¢ a HRP et provenant du

fournisseur Amersham Biosciences, GE Healthcare Europe, GmbH.

3.9.2 Préparation des échantillons

Les cellules sont centrifugées a 800 rpm pendant 5 min. Les culots cellulaires sont
repris par du tampon de lyse (Cell Lysis Buffer, Cell Signaling) complémenté par des cocktails
d’inhibiteurs de phosphatases. Le mélange est incubé 10 min sur la glace puis centrifugé 15
min a 13.000 rpm a 4 °C. Les surnageants sont conservés ensuite a -80 °C. La concentration

en protéines est évaluée par la méthode BioRad. 30 pg de lysats protéiques sont utilisés par
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dépot, mélangés a du tampon de charge 4 X (Invitrogen) et a 1 uL d’agent réducteur

(Invitrogen). Les tubes sont chauffés 10 min a 70 °C puis déposés sur gel.

3.9.3  Préparation des gels et conditions de migration

Les gels utilisés, NuPAGE® Novex® Bis-Tris de 10 et 12 %, sont précoulés par la
société Invitrogen. Le tampon de migration est du NuPAGE® MOPS SDS running Buffer
complémenté par de I’antioxydant (Invitrogen). Les échantillons préparés sont déposés sur le
gel, en parallele des témoins de masse Seeblue® Pre-stained standard et MagicMark™ XP

Western Protein Standard (Invitrogen). La migration est réalisée sous 250 V durant 1 H.

3.9.4 Transfert sur membrane et immunodétection des
protéines

3.9.4.1 Transfert électrophorétique des protéines

Le transfert des protéines sur une membrane de nitrocellulose est réalisé par le
systeme iBlot® Dry Blotting System (Invitrogen). Le programme utilisé dépend de la taille

des protéines a analyser et peut varier de 6 a 7 min 30.

3.9.4.2 Révélation immunologique

La révélation se fait en bloquant les sites aspécifiques en incubant la membrane 2 H
avec du tampon de blocage TBS complémenté par 5 % de BSA et 2 % Tween pour les
anticorps purifiés de lapin ou de souris et complémenté par 3 a 5 % de Lait écrémé et 2 % de
Tween pour les anticorps purifiés de cheévre (en présence de cocktail d’inhibiteurs de
phosphatases pour la révélation de protéines phosphorylées). L’ Anticorps primaire est ajouté
au tampon de blocage a la concentration de 1/5000 ou 1/1000 selon I’anticorps utilisé, et
laissé 1 nuit a 4 °C sous agitation. La membrane est ensuite lavée 3 fois 15 min par du TBS
contenant 0.2 % de Tween, puis 1’anticorps secondaire (anti-lapin, -souris ou —chévre, couplé
a ’'HRP ou HorseRadish Peroxidase) est ajouté au 1/5000° dans du tampon de blocage
contenant 0.2 % de Tween. La membrane est de nouveau lavée 3 fois 15 min par du TBS
complémenté par 0.2 % de Tween. Elle est alors mise en contact avec un substrat

chimioluminescent de la péroxydase de Raifort (ECL plus Western Blotting

101



Matériel et Méthodes

Detection Reagents, GE Healthcare), puis est ensuite exposée sur un film sensible a la

luminescence dans une chambre noire selon le temps nécessaire puis ce dernier est réveélé.

3.10 Méthode d’analyse bioinformatique

3.10.1 Identification de sites consensus pour des facteurs

de transcription sur P3
L’identification de sites consensus pour des facteurs de transcription sur le
promoteur P3 du gene RHOH a été réalisée a partir de plusieurs sites bioinformatiques. Les
programmes Matlnspector, TFSearch et P-Match utilisent respectivement les bases de
données suivantes Matrix Family Library Version 6.0, Transfac et Transfac®6.0 et nous ont
permis d’obtenir différents profils de fixation de facteurs de transcription sur cette région

génomique.

3.10.2 Identification de régions conservées entre especes
dans la région du promoteur P3
L’analyse d’homologie des séquences du gene RHOH entre espéces a été réalisée
par le programme bioinformatique GenomeVISTA. Il s’agit d’un site informatique, qui
recherche les régions orthologues d’une séquence ADN donnée dans différentes especes. Ce
logiciel effectue également une analyse comparative de ces régions. L’ensemble des
programmes VISTA sont développés par la division génomique de Lawrence Berkeley
National Laboratory et de United States Department of Energy Joint Genome Institute. La
séquence du promoteur P3 du gene humain RHOH a été alignée avec ses régions orthologues,

comme décrit dans [11].
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4 Résultats

4.1 Mise en évidence de [Ilactivité prédominante du
promoteur P3 dans les lymphocytes B et T

4.1.1 FEtude de l'activité des promoteurs P1, P2 et P3 du

gene RHOH dans les lymphocytes B et T
Les lymphocytes B et T du sang périphérique expriment un taux relativement ¢élevé de
transcrits RHOH. Cette quantification a été réalisée sur I’ensemble des isoformes de RHOH
par RT-PCR quantitative et chimie TagMan [2]. Il a ¢galement été montré que le géne RHOH
est exprimé dans les cellules B en au moins dix isoformes d’ARN messagers et au moins 6
isoformes dans les lymphocytes T, transcrits initiés en amont des exons 1, 2 ou 4 (paragraphe
1.2.1.3, page 38). Quelle est I’'importance relative de ces transcrits ? Lesquels sont les plus
fortement représentés ? Pour évaluer 1’expression spécifique des ARN messagers de RHOH,
nous avons réalis¢ des RT-PCR analytiques et quantitatives a partir d’ADNc de lymphocytes
B et T normaux isolés de sang périphérique et de la lignée lymphoide B Raji. Les amorces
utilisées dans ces expériences sont spécifiques de chaque site d’initiation de la transcription et
permettent 1’amplification des transcrits initiés en amont soit de I’exon 1, de 1’exon 2 ou de

I’exon 4 (Figure 28, page suivante) [2, 11].
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Figure 28 : Positionnement des amorces spécifiques de chaque site d’initiation de la transcription utilisées
lors des RT-PCR analytiques et quantitatives. Les structures du géne RHOH et de ses transcrits matures, apres
épissage alternatif, ont été représentées non a 1’échelle. La transcription peut étre initiée en amont des exons 1
(promoteur P1), 2 (P2) ou 4 (P3). Pour quantifier I’activité transcriptionnelle de ces 3 promoteurs, des amorces
spécifiques de chaque site d’initiation ont été sélectionnées pour la RT-PCR analytique (rose) et pour la RT-PCR
quantitative (bleu). Afin de limiter la taille des produits de PCR dans ce cas, les amorces en antisens ont été
choisies dans 1’exon 6. Les oligonucléotides 21 et 482 ou 21 et SZ61, localisées respectivement dans les exons 1
et 6 et dans les exons 1 et 7 permettent I’amplification des ARN messagers initiés en amont de I’exon 1 ; 125 et
482 ou utr2S et SZ61, situées dans les exons 2 et 6 ou dans les exons 2 et 7, I’amplification des isoformes issues
du promoteur P2 ; 41 et 299 ou SZ98 et SZ61, localisées a I’extrémité 5° de ’exon 4 (41, SZ98) et au milieu de
I’exon 6 (299) ou au début de I’exon 7 (SZ61) amplifient spécifiquement les transcrits initiés en amont de I’exon
4. Ces derniers contiennent en effet les 53 premiers nucléotides de cet exon, qui sont exclus dans les isoformes
ou cet exon est inséré. Les ARN messagers matures suivis d’une * sont des isoformes faiblement représentées
[2]. La séquence de 576 nucléotides codant la protéine RhoH est située en totalité dans ’exon 7 a été représentée

Le choix des amorces et la mise au point des RT-PCR analytiques et quantitatives ont
été réalisés par le Dr Sylvie Zouitina-Galiegue. Pour les transcrits initiés en amont de 1’exon 4
(promoteur P3), les amorces en sens sont situées dans les 60 premiers nucléotides de cet exon,

afin d’amplifier spécifiquement les isoformes issues de 1’activit¢ de P3. En effet, les 53
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premiers nucléotides de cet exon sont uniquement présents dans les transcrits matures initiés
par P3 et sont excisés dans les ARN messagers issus des promoteurs P1 et P2 (Figure 28,
page précédente) [2]. Le choix de ces amorces nous permet ainsi de visualiser de fagon
spécifique I’expression des transcrits issus de 1’activité du promoteur P3 dans les lymphocytes

BetT.

4.1.1.1 Etude de I'activité des promoteurs P1, P2 et P3 dans les lymphocytes B
L’expression des transcrits issus de I’activité des promoteurs P1, P2 et P3 a été évaluée

dans les lymphocytes B et la lignée cellulaire Raji grace aux amorces mises au point pour la

technique de RT-PCR analytique décrite précédemment (Figure 29, ci-dessous).

Figure 29: [Expression des ARN

LB messagers du géne RHOH issus des

activités promotrices P1, P2 ou P3, dans

#1 #2 Raii Margueur des lymphocytes B normaux et la lignée
all deTaille | . N )

ymphoide B Raji. L’expression des

transcrits a ¢été évaluée dans 2 échantillons
d’ADNc¢ de lymphocytes
obtenus du Dr Sylvie Zouitina-Galiégue, et
de la lignée Raji, par RT-PCR a I’aide
d’amorces spécifiques de chaque site
d’initiation de la transcription en amont des
exons 1 (P1), 2 (P2) ou 4 (P3) décrites par
Lahousse et collaborateurs en 2004 [2] et
Figure 28 (page précédente). Nous avons
controlé, en parallele et de la méme
maniére, la quantité et la qualité des ADNc

B normaux,

:: jggﬁﬁ utilisés par l’expre‘ssion du géne .AI?L,

connu pour avoir une transcription

«— 200bp | constante dans les cellules

A B L hématopoiétiques. L’analyse des produits
de PCR a été réalisée sur gel d’agarose de

«— 100bp |2 a 3% en présence d’un intercalant de

I’ADN, le Gel®Star.

L’étude qualitative des ARN messagers du géne RHOH spécifiques de chaque site

d’initiation de la transcription nous a permis d’observer des variations d’expression pour les
lymphocytes B et la lignée Raji. Les transcrits initiés en amont de 1’exon 1 semblent peu
présents dans les lymphocytes B. Les cellules B (lymphocytes B normaux et lignée Raji)

expriment plus fortement les ARN messagers RHOH initiés en amont des exons 2 (P2) et 4
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(P3), avec une légere prédominance pour ces derniers. Ainsi, les transcrits initiés en amont de
I’exon 4 semblent les isoformes les plus fortement représentées dans les cellules B. La
quantification des transcrits issus des activités des promoteurs P1, P2 et P3 a été réalisée dans

la lignée cellulaire lymphoide B Raji et est présentée Figure 30 (ci-dessous).

B RAJI

Expression relative des transcrits RHOH

P1 P2 P3

Figure 30 : Quantification relative de ’expression des ARN messagers du géne
RHOH initiés en amont des exons 1, 2 ou 4, dans la lignée lymphoide B Raji [11].
L’évaluation de la présence de ces transcrits a ¢té réalisée par RT-PCR quantitative a
I’aide des amorces décrites dans la Figure 28, page 104. L’expression des ARN
messagers RHOH initiés en amont de I’exon 1 (promoteur P1) a été représentée en
(P1) ; ceux initiés en amont de 1’exon 2 en (P2) et les transcrits initiés en amont de
I’exon 4 en (P3), relativement aux taux d’ARN messagers du géne ABL. Les résultats
ont ét¢ obtenus a partir de 2 cultures différentes et la moyenne représentée sur ce
graphique.

La quantification relative de chacun de ces transcrits dans la lignée Raji, par la
technique de SYBR® Green, nous a permis de déterminer les niveaux d’expression relative
des isoformes initiées en amont des exons 1, 2 ou 4 respectivement de 0.03, 0.32 et 2.69.
Nous avons ainsi observé que les ARN messagers issus du promoteur P3 sont environ 8 fois
plus exprimés que ceux issus des promoteurs P1 et P2 combinés (Figure 30). Au laboratoire,
notre équipe a pu corréler la répression des transcrits initiés en amont de I’exon 4 a la
diminution d’expression de la protéine RhoH, observés dans des lignées cellulaires modéeles

de la leucémie a tricholeucocytes [223]. Notre hypothése est que ces transcrits issus de
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I’activité du promoteur P3 seraient majoritairement responsables de 1’expression de la
protéine RhoH dans les cellules B. Pour ces raisons, nous nous sommes intéressés a la
caractérisation du promoteur P3 de RHOH (en amont de I’exon 4) dans ces cellules B. La
détermination de mécanismes impliqués dans la régulation de ce promoteur P3 dans les
lymphocytes B pourrait peut étre nous aider a identifier des événements responsables de
I’expression anormalement faible du gene RHOH dans la leucémie a tricholeucocytes (partie

4.2.2.3, page 141).

4.1.1.2 Etude de I'activité des promoteurs P1, P2 et P3 du géne RHOH dans les
Iymphocytes T

Précédemment, nous avons montré que les transcrits RHOH sont différemment
représentés dans les cellules B, et cela en fonction de leur site d’initiation (exon 1, 2 ou 4). Le
géne RHOH est fortement exprimé dans les lymphocytes [2], population cellulaire
majoritairement représentée par les lymphocytes B et les lymphocytes T. Compte tenu de
I’expression de RhoH dans les lymphocytes T et B et des fonctions de cette protéine dans la
différenciation des cellules T, dans ’activation des récepteurs TCR et BCR, nous avons
entrepris de quantifier I’expression des transcrits issus de 1’activité des promoteurs P1, P2 et
P3 aussi bien dans les cellules B que dans les lymphocytes T. L’étude de 1’expression des
ARN messagers du gene RHOH spécifiques de chaque site d’initiation de la transcription a
¢té évaluée dans les lymphocytes T normaux par RT-PCR analytique (Figure 31, page

suivante).
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Figure 31: Expression des ARN messagers du géne RHOH issus de Dactivité des
promoteurs P1, P2 ou P3, dans des lymphocytes T normaux (LT). La présence de ces
transcrits a été détectée par RT-PCR a ’aide d’amorces spécifiques de chaque site d’initiation de
la transcription en amont des exons 1, 2 ou 4, choisies pour la RT-PCR analytique et décrites par
Lahousse et collaborateurs en 2004 et Figure 28, page suivante [2]. Nous avons ainsi mis en
évidence les activités des promoteurs P1, P2 et P3, pour 7 échantillons d’ADNc de lymphocytes

T normaux. Nous avons contrdlé, en parallele et de la méme maniére, la quantité et qualité des
ADNCc utilisés par ’expression du géne ABL, connu pour avoir une transcription constante dans
les cellules hématopoiétiques. L’analyse des produits de PCR a été réalisée sur gel d’agarose de
2 a 3% en présence d’un intercalant de I’ADN, le Gel®Star.

Les transcrits initiés en amont de I’exon 1 sont exprimés de manic¢re variable et
faiblement représentés dans les lymphocytes T normaux. Les ARN messagers issus de
I’activité du promoteur P2 (exon 2) semblent aussi étre faiblement exprimés dans les
lymphocytes T (Figure 31). A I'inverse, les transcrits initiés en amont de 1’exon 4 sont
fortement présents dans les cellules T. Ces résultats suggerent que les isoformes majoritaires
dans les lymphocytes T sont celles issues de 1’activité du promoteur P3. La quantification
relative de ces transcrits dans les cellules T nous a permis de confirmer cette observation

(Figure 32, page suivante).
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Figure 32 : Quantification relative de I’expression des ARN messagers du géne
RHOH initiés en amont des exons 1, 2 ou 4, dans les lymphocytes T normaux
périphériques (LT). L’évaluation de la présence de ces transcrits a été réalisée par RT-
PCR quantitative a 1’aide des amorces décrites dans la Figure 28, page 104. L expression
des ARN messagers RHOH initiés en amont de I’exon 1 (promoteur P1) ; ceux initiés en
amont de I’exon 2 en (P2) et les transcrits initiés en amont de l’exon 4 en (P3),
relativement aux taux d’ARN messagers du géne ABL. Les résultats ont été obtenus a
partir de 3 ADNc différents et la moyenne représentée sur ce graphique.

Nous avons ainsi obtenu les valeurs d’expression suivantes : 0.019, 0.0002 et 1.45,
correspondant respectivement aux taux des isoformes initiées en amont des exons 1, 2 et 4.
Les transcrits générés a partir du promoteur P3 sont donc environ 70 fois plus représentés
dans les lymphocytes T, comparativement aux ARN messagers issus de l’activité des
promoteurs P1 et P2 réunis. Nos résultats montrent également que les isoformes issues de P2

ne sont pratiquement pas détectables dans les cellules T normales.

4.1.2 Conclusion - Mise en évidence de Iactivité
prédominante du promoteur P3 dans les lymphocytes B et T

Dans cette premiere partie, nous avons évalué le taux de transcrits RHOH initiés en

amont des exons 1, 2 et 4 dans les lymphocytes B et T normaux, nous permettant ainsi
d’étudier les profils transcriptionnels des isoformes du géne RHOH dans ces cellules. Nous
avons ainsi mis en évidence des différences d’expression des transcrits RHOH dans les
lymphocytes B et T et cela, en fonction des sites d’initiation de ces ARN messagers. Un point
commun a ¢été observé : ces deux types cellulaires expriment principalement les transcrits

initiés en amont de 1I’exon 4. Ces données montrent donc que le promoteur P3 est le plus actif
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et est a I’origine de la majorité des ARN messagers du géne RHOH. Les isoformes issues de
I’activité des promoteurs P1 et P2, situés respectivement en amont des exons 1 et 2 sont plus
faiblement représentées dans les cellules B et T. Cependant, de maniére intéressante, cette
¢tude nous a permis d’identifier des spécificités cellulaires de I’expression de ces transcrits :
le promoteur P1 est plus actif dans les cellules T et a I'inverse, P2 est plutdt nettement
favorisé dans les cellules B (données du laboratoire non montrées). Les transcrits initi€¢s en

amont de I’exon 1 semblent donc étre T-spécifiques et ceux initiés de 1’exon 2, B-spécifiques.

4.2 Etude des mécanismes moléculaires contrélant I'activité

du promoteur P3 du gene RHOH dans les [ymphocytes B et T
Dans la premiere partie, nous avons montré que P3 est le promoteur le plus actif dans
les cellules B et T et est a ’origine de la majorité des transcrits RHOH. Les données du
laboratoire montrent que les transcrits RHOH initiés en amont de I’exon 4 (P3) sont ceux qui
sont réprimés dans I’HCL et I’ATL (données du laboratoire non montrées). Il nous est donc
apparu important de nous intéresser a la régulation de ces transcrits. Compte tenu de la
présence d’'uORFs dans les ARN messagers RHOH, 1’expression de ces derniers peut étre
controlée par des mécanismes posttranscriptionnels. Cependant, des mécanismes
transcriptionnels importants controlant le promoteur P3 peuvent ¢galement réguler la synthese
de ces isoformes. Dans une premicre approche, nous nous sommes intéressés a la régulation
de P3 dans les cellules B et T et a sa possible dérégulation dans les deux proliférations

malignes lymphoides chroniques HCL et ATL.

4.2.1 Analyse in silico de la région promotrice P3

4.2.1.1 Recherche d’éléments cis appartenant a la région proximale du
promoteur P3

La transcription d’un géne eucaryote est réalisée grace aux éveénements de
décondensation de I’ADN, de remodelage des nucléosomes, de modification des histones,
d’association de facteurs de transcription activateurs ou co-activateurs aux sites appelés
« enhancer » et grace au recrutement de la machinerie transcriptionnelle au niveau du
promoteur proximal, séquence activatrice située dans 1’environnement proche du site
d’initiation de la transcription (+1). Le promoteur proximal contient les séquences d’ADN

présentes dans les 35 bp en amont et 35bp en aval du site d’initiation de la transcription ou
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(+1), sur lesquelles vont s’associer les ¢léments de la machinerie transcriptionnelle (facteurs
de transcription, comprenant la RNA Polymérase II). La transcription sera alors initi¢ée. Parmi
les motifs présents dans la région encadrant le (+1), nous retrouvons la boite TATA, I’élément
Initiateur (Inr) et des séquences BRE (TFIIB Recognition Element) et DPE (Downstream

Promoter Element) (Figure 33, ci-dessous) [17].

37 4-32 314-26 2a+4 +28 & +32
+1
BRE TATA Inr DPE
T, A~ACG
[elele A, G PyPyAMN ,PyPy GoAMA
eclele TATAR ARG A GOTT

Figure 33 : Schéma représentatif possible pour un promoteur proximal. Les sites de
fixation des constituants de la machinerie transcriptionnelle et leur séquence consensus chez les
mammiféres ont été positionnés en regard du site d’initiation de la transcription (+1), représenté
par une fléche recourbée. Py : pyrimidine, CouT ;N : A, C, Tou G [17].

La boite TATA ou séquence riche en AT est localisée a une distance précise de -31 a -
26 en amont du site d’initiation de la transcription. Le site consensus pour une association
optimale du facteur de transcription TBP (TATA Binding Protein) correspond a TATATAAG.
Cette boite TATA peut fonctionner en absence des autres motifs. Juste en amont est situé le
motif BRE, un ¢élément de reconnaissance pour le facteur TFIIB et qui peut étre également
situé juste en aval de la boite TATA. L’¢élément Initiateur ou Inr est défini comme étant un
¢lément « discret » du promoteur, il fonctionne de la méme manic¢re que la boite TATA
indépendamment de cette derniére. La séquence de ce motif contient une adénosine au niveau
du site d’initiation de la transcription, une cytosine en position -1 et autour principalement des
pyrimidines (T/cT/cANT/AT/cT/c). Le site consensus DPE (A,cGGA/C/rG/acT) est requis
pour I’interaction de TFIID avec certains promoteurs dépourvus de boite TATA. Ce motif est
donc surtout retrouvé dans ce type de séquences promotrices mais avec des exceptions. Le site

DPE agit en synergie avec I’élément Inr comme un seul élément au sein du promoteur, il est
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localis¢ entre les nucléotides +28 et +32. Chacun de ces motifs n’est retrouvé que dans
certains des promoteurs proximaux : soit ils les contiennent tous, soit quelques uns ou au
contraire aucun. D’autres €léments peuvent également intervenir dans la régulation de la
transcription, comme les motifs DCE (Downstream Core Element) et MTE (Motif Ten
Element) et les ilots CpG [17].

Si nous analysons la région promotrice P3 du géne RHOH sur une région -100 a +100
par rapport au site d’initiation de la transcription (situé a I’extrémité 5’ de I’exon 4), nous

pouvons observer la présence de certains motifs (Figure 34, ci-dessous).

N er
AAACCCACACAAATGAAACCCOCTCTGOGGAGAAGCCGGCTACAGGAAA

; bofte TATA
TTGACTTAGGCACAGGAACTTGCTAATCTCTTIT GTCAC.&TTCGGA‘IT{

+1

=Y

—
7 - Inr MTE
T @Cﬂt ACACACACTAAC CC.HCF&EIT GGLGGTGGACTOCCTG

DCE-I DCE-IT DCE-IlT

g
CCAGCCCAACTGTTGTATTTITCAGTTCTTCCAGTGTGAATCAGTTAATATT

Figure 34 : Recherche d’éléments de la machinerie transcriptionnelle du promoteur
proximal P3 de RHOH par une analyse de la région -100/+100 en regard du site
d’initiation de la transcription (+1). Cette étude a montré la présence d’une boite TATA
dégénérée, riche en A et T en position -28, d’un site Initiateur (Inr) en -2, d’un motif MTE
(Motif Ten Element) en +18 et d’¢léments DCE (Downstream Core Element) 1, 11 et III,
imparfaits, respectivement en postions +5, +19, +30.

Nous mettons ainsi en évidence :

(1) la présence d’un élément Inr dégénéré. Nous remarquons, au
niveau du site d’initiation de la transcription situé a I’extrémité 5° de
I’exon 4, I’absence d’une adénosine en position +1, caractéristique d’un
motif Inr. Cependant, la région entourant ce site d’initiation de la
transcription (CTCCTGC) présente des identités de séquence avec le site

consensus T,cT,cANT/AT,cT,c de I’élément Inr, représentées par un trait
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noir dans la figure ci- aprés (les différences sont indiquées par un trait

rouge) :
+1
’—'
RHOH :région (+1)exon4 C T CCT G C
HElIne
I T TiANT )Ty Ty

Il a été décrit que les pyrimidines présentes en -2, +4 et +5 augmentent
I’activité¢ de I’élément Inr [17]. Dans notre cas, 2 positions sur 3 sont
tenues par des pyrimidines. Nous sommes donc en présence d’un ¢lément

Inr dégénéré au site +1 du promoteur P3 de RHOH.

(2) la présence d’une séquence TAAT entre les positions -28 et -25
pouvant correspondre a une boite TATA présumée. Des motifs TATA
dégénérés ont été également observés dans d’autres geénes, tel le motif
TTTAAAA dans le géne humain de la guanyline [253]. Des études ont
montré que les éléments Inr et TATA agissent en synergie quand ils sont
séparés 1I’'un de I’autre par 25-30 bp [17]. Dans notre cas, les deux motifs
sont disants de 25 bp suggérant une action synergique dans I’initiation de

la transcription en amont de I’exon 4.

3) I’absence d’éléments BRE en amont et en aval de la pseudo boite
TATA.
4) I’absence d’¢léments DPE aux positions +28 a +32.

5) la présence de pseudo éléments DCE-I, DCE-II et DCE-III :
séquences CTGC, CTAA, ATC, en positions +5, +19, +30, correspondant
aux sites consensus CTTC, CTGT, AGC respectivement retrouvés aux
positions +8, +20, +31 en aval du site d’initiation de la transcription.
L’¢lément DCE intervient dans la fixation du facteur TFID sur le
promoteur, en présence de TFIIA [254].

(6) la présence d’un motif ACTAACCCAAC correspondant a
I’¢lément MTE, dont la séquence consensus est CCC,GAA,GCC,cC,cAAC,

et localisé ici en position +18 a +27 (Figure 34, page précédente).

113



Résultats

+18 +27
RHOH :région (+1)exond ACT AA CC C AAC

MTE CCC,cAA,CCsC/AAC

Cette situation, de +18 a +27 relativement au site d’initiation de la
transcription permet sa pleine fonction et peut entrainer I’initiation de la
transcription. Il peut agir indépendamment de la présence de la boite
TATA et de I’¢lément DPE mais peut aussi fonctionner en synergie avec
eux. Des expériences de mutagenese dirigée ont montré que ce motif MTE
nécessite cependant la présence d’un élément Inr. La présence de ces deux
¢léments peut entrainer 1’initiation de la transcription et compenser ainsi

une absence de boite TATA [255].

4.2.1.2 Recherche d’ilots CpG dans la région promotrice P3 du géne RHOH

En étudiant une région plus vaste [-2590/+110], relativement au site d’initiation de la
transcription (situé a ’extrémité 5’ de I’exon 4), nous avons également observé la présence de
petits ilots CpG, d’une taille inférieure a 200 bp. Les ilots CpG sont des séquences de 0.2 a
2Kb enrichies en dinucléotides symétriques CpG (pourcentage CpG > 50%), sites majeurs de
méthylation en position C5 de la cytosine. Environ la moitié¢ des genes humains contiennent
des ilots CpG dans leur région promotrice, ¢léments régulateurs de leur expression. Nous
avons recherché la présence de tels lots dans la région [-2590/+110] du promoteur P3, grace
au programme CpGPlot de EMBOSS Explorer, et avons ainsi détecté deux petits ilots dans la
région promotrice P3 de RHOH : un dont la taille est inférieure a 100 bp, en position [-2250/-
2150] et le second, d’une taille inférieure a 200 bp, en position [-270/-120] (Figure 35, page
suivante). Quoique ces séquences soient de taille inférieure a la taille minimale des ilots CpG
(200pb), nous considérons qu’il est important de noter qu’elles existent. La recherche d’ilots a
¢galement été réalisée sur une région couvrant les nucléotides -2260/+340, mais cette étude
n’a pas donné de nouvelles informations (données non montrées), en particulier aucun ilot

n’a été détecté entre les nucléotides +110 et +340.
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Figure 35 : Recherche d’ilots CpG dans le promoteur P3 de RHOH. L’analyse a été effectuée sur une région
recouvrant les nucléotides [-2590/+110], en regard du site d’initiation de la transcription (+1), situé¢ a I’extrémité
5’ de I’exon 4 et a I’aide du logiciel CpGPlots du site Emboss Explorer. On observe 2 ilots CpG putatifs d’une
taille inférieure & 200bp, longueur minimale pour un ilot CpG. Le premier se situe a [-2250/-2150] et a une taille

inférieure a 100 bp. Le second se positionne entre les nucléotides [-270/-120] et sa longueur est inférieure a 200
bp.

4.2.1.3 Recherche de séquences conservées entre especes dans la région
promotrice P3 du géne RHOH

Une autre analyse in silico, consistant en 1’étude des séquences conservées entre
especes, peut aussi apporter beaucoup d’informations utiles dans 1’étude de la régulation d’un
promoteur. En évaluant la conservation inter-espéces, nous mettons en ¢évidence des
séquences conservées au cours de 1’évolution, jouant probablement un role dans la régulation
du promoteur P3. A I’aide du site informatique UCSC Genome Browser, nous avons effectué
cette comparaison entre especes pour la région [-2660/+340] du promoteur P3 (Figure 36, ci-
dessous). Nous avons ainsi détecté¢ des régions fortement conservées entre mammiferes,
situées en [-1270/-1220], [-740/-560], [-330/-300], [-175/+20] et [+190/+275], et supposées
contenir des ¢léments régulateurs importants. Toutes ces données peuvent nous aiguiller sur

des régions intéressantes a cibler lors de notre caractérisation du promoteur P3 de RHOH.
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Figure 36 : Analyse de la conservation entre espéces de la région [-2660/+340] du promoteur P3 de RHOH en regard du site
d’initiation de la transcription (+1), par approche bioinformatique. Cette étude a été effectuée grace au site UCSC Genome
Browser et a permis de mettre en évidence 5 zones trés conservées chez les mammiféres, situées respectivement entre les
nucléotides : [-1270/-1220] (région conservée 1), [-740/-560] (région conservée 2), [-330/-300] (région conservée 3), [-175/+20]
(région conservée 4), [+190/+275] (région conservée 5). La conservation de ces régions nous permet d’émettre [’hypothése de la
présence de séquences ADN importantes pour la régulation du géne RHOH, en leur sein.
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4.2.1.4 Conclusion - Analyse in silico du promoteur P3 du géne RHOH

Lors de notre analyse in silico de la région promotrice P3 du géne RHOH, nous
avons mis en évidence, aux alentours du site d’initiation de la transcription, une boite TATA
en position -28, d’un site initiateur en -2, un motif MTE en +18 et des ¢léments DCE (I, 1I et
IIT) en +5, +19, +30 (Figure 37, ci-dessous). La présence potentielle de ces séquences sur le
promoteur P3 pourrait permettre 1’initiation de la transcription a I’extrémité 5° de I’exon 4. De
plus, cette analyse nous a permis de détecter 2 ilots CpG en [-2250/-2150] et [-270/-120],
quoique leurs tailles soient inférieures a celle fréquemment observée, ainsi que 5 zones
fortement conservées entre espeéces situées a [-1270/-1220], [-740/-560], [-330/-300], [-
175/+20] et [+190/4+275] (Figure 37, ci-dessous).

Figure 37 : Schéma récapitulatif des éléments « cis » potentiels présents sur la région promotrice P3 [-
2660/+340] du géne RHOH, mis en évidence par analyse in silico. 2 lots CpG (CpG) ont été observés entre
les nucléotides [-2250/-2150] et [-270/-120]. 5 zones trés conservées entre espéces (Conserved Region, CR) sont
situées entre [-1270/-1220], [-740/-560], [-330/-300], [-175/+20] et [+190/+275]. De plus, des motifs potentiels
correspondant a une boite TATA ou TAAT, a I’élément Initiateur (Inr), aux motifs MTE (Motif Ten Element) et
DCE I ; II et IIT (Downstream Core Element) localisés, respectivement, en positions -28, -2, +18, +5, +19 et +30
ont été représentés sur la figure.

4.2.2 Etude de la régulation du promoteur P3 du geéne
RHOH dans les cellules lymphoides B et de sa répression dans
la leucémie a tricholeucocytes

4.2.2.1 Caractérisation du promoteur P3 minimal dans les cellules B
Les lymphocytes B ne représentent que 5-20% des leucocytes du sang périphérique, ce

qui limite la faisabilit¢ d’études de biologie moléculaire dans ces cellules. Pour notre étude
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sur la régulation du géne RHOH dans les cellules B, nous avons donc choisi d’utiliser les
lignées cellulaires lymphoides B : Raji, Namalwa et Daudi (paragraphe 3.1.1.2.1, page 75). 1l
s’agit de 3 lignées cellulaires dérivées de patients atteints d’un lymphome de Burkitt et qui
expriment des taux é€levés de transcrits RHOH, comme certaines lignées lymphoides T, telles
CEM et HSB2 ou la lignée plasmocytaire U266 [2, 223]. De plus, nous avons montré dans la
partie 4.1.1 (page 103) que ’expression des transcrits spécifiques de chaque site d’initiation
de la transcription du géne RHOH est comparable entre la lignée cellulaire Raji et des
lymphocytes B sains (Figure 29, page 105), ces résultats en font donc une lignée adéquate

pour I’étude de la régulation du promoteur P3 dans les cellules B.

4.2.2.1.1 Isolement du promoteur P3 minimal entre les nucléotides
[-236/+67]

En nous aidant des informations recueillies précédemment, nous avons choisi de
générer plusieurs constructions plasmidiques contenant des fragments du promoteur P3 de
tailles variables, afin de cerner les véritables régions régulatrices. Nous avons utilisé, pour
cela, le plasmide pGL4.14[/uc2/Hygro], appartenant a une génération de plasmides
rapporteurs de la luciférase du Photinus Pyralis, sensible, dont I’expression a été optimisée
dans les cellules de mammiféres ; et ne contenant pas de promoteur en amont du gene de la
luciférase. Compte tenu de la présence d’une région conservée entre especes entre les
nucléotides +190 et +275, nous avons choisi de générer deux séries de fragments du

promoteur P3 (Figure 38, page suivante).
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Figure 38 : Représentation du géne RHOH et des constructions générées pour I’étude du
promoteur P3. 8 fragments dont les extrémités 5’ varient entre -24 et -1519, et les extrémités 3’
entre +67 et +245, ont été obtenus par PCR. Aprés digestion enzymatique par Hindlll, ils ont
ensuite été clonés en amont du géne codant la luciférase, dans le plasmide pGL4.14[luc2/Hygro]

qui ne contient aucun ¢lément promoteur.

Dans la premiére, les extrémités 3’ des séquences ont ¢té fixées a +245, celles-ci
contiennent donc plus de la moitié¢ de la région conservée 5 [+190/+275] et la presque totale
intégralité de I’exon 4. Afin de prévenir le risque d’un épissage alternatif excisant la séquence
codante de la luciférase, nous avons décidé de ne pas inclure les 8 derniers nucléotides de
I’exon 4, contenant en particulier le site donneur d’épissage, a ’extrémité 3°. Les extrémités
5’ de cette série de fragments ont été fixées a -1519 et -583. Nous avons ainsi obtenu une
séquence nucléotidique [-1519/+245] contenant toutes les régions conservées entre especes.
Le fragment [-583/+245] est dépourvu des deux régions conservées, CR1 [-1270/-1220] et
CR2 [-740/-560]. L’¢étude de ces deux séquences nous permet de déterminer 1’importance de
ces deux régions CR1 et CR2 dans le controle de I’activité du promoteur P3. La seconde série
est constituée de fragments dont les extrémités 3’ ont été fixées a +67, excluant ainsi la région

conservée [+190/+245] (ainsi que I'uORF présente dans ’exon 4 entre les nucléotides
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+127/+158) et les extrémités 5° aux nucléotides -583, -380, -236, -167, -103 et -24. D’une
part, ces différentes constructions nous permettent d’étudier le role des régions conservées
comme la région CR3, en comparant les séquences [-380/+67] et [-236/+67], la région CR4
contenur ou non dans les fragments [-236/+67] et [-167+67]. D’autre part, ces constructions
permettent de cerner des régions régulatrices plus courtes, par délétions succesives de 70 bp
environ (fragments [-236/+67], [-167/+67], [-103/+67] et [-24/+67]). Nous avons cloné ces
fragments dans le plasmide pGL4.14[luc2/Hygro] aprés coupure enzymatique par Hindlll.
Nous avons ensuite analysé I’activité promotrice de chaque construction en les transfectant
dans 3 lignées lymphoides B (Raji, Namalwa et Daudi) et en quantifiant [I’activité
enzymatique de la luciférase. Comme contréle de I’efficacité de transfection, nous avons
utilisé le vecteur pRSV-BGAL permettant la synthése de la P-galactosidase. L’activité du
promoteur a donc été¢ évaluée par le quotient de I’activité enzymatique de la luciférase sur
celle de la P-galactosidase, et représentée relativement a celle du plasmide vide

pGLA4.14[luc2/Hygro], dont I’activité a été fixée arbitrairement a 1 (Figure 39, ci-dessous).

Activité luciférase relative
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Figure 39: Etude du promoteur P3 de RHOH dans 3 lignées cellulaires lymphoides B. Les constructions
plasmidiques générées (détaillées Figure 38, page 118) ont été transfectées dans les lignées Raji, Daudi et Namalwa, par
¢électroporation. Aprés 48 heures de culture, les cellules ont été récupérées et ’activité promotrice évaluée. Pour
quantifier celle-ci et prendre en compte I’efficacité de chaque transfection, un plasmide exprimant la B-galactosidase
(pRSV-BGAL) a été transfecté en présence des constructions étudiées. L’activité promotrice a été calculée en faisant le
quotient des activités enzymatiques de la luciférase et la PB-galactosidase, pour chaque échantillon et représentée par
rapport au plasmide vide, dont I’activité a été fixée arbitrairement a 1. Deux constructions, contenant les fragments
d’ADN les plus longs [-583/+245] et [-1519/+245], n’ont pas été analysées dans la lignée cellulaire Daudi.
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Dans ces lignées cellulaires de type B, nous avons observé des activités promotrices
maximales de 12 a 17 (unités arbitraires) pour les fragments comportant les séquences de |-
167/+67] a [-583/+67]. 1l est intéressant de noter que ces zones présentant le maximum
d’activité promotrice P3 sont celles dans lesquelles sont situées des séquences fortement
conservées entre especes (régions conservées 2, 3 et 4, Figure 37, page 116). Dans le cas des
lignées cellulaires Raji et Daudi, la construction [-236/+67] contient la séquence minimale
permettant d’obtenir I’activité promotrice maximale. Dans les cellules Namalwa, une activité
maximale est obtenue pour le fragment [-583/+67], suggérant la présence de sites de fixation
potentiels pour des facteurs de transcription entre ces nucléotides et dont D’activité est
modulée dans cette lignée cellulaire. Nous pouvons émettre I’hypothese de la présence de ces
¢léments « cis » dans les régions conservées 2 et 3 (Figure 37, page 116). Cependant, malgré
la différence observée entre la lignée Namalwa comparée aux lignées Raji et Daudi, nous
avons considéré la construction [-236/+67] comme étant le promoteur P3 minimal dans ces

cellules B.

Ces expériences ont aussi montré une augmentation d’un facteur 2.65 de ’activité
promotrice P3 entre les fragments [-167/+67] (de 8.15 a 13 unités) et [-103/+67] (de 2.3 2 4.8
unités) ; et d’un facteur 2.34 entre les régions [-103/+67] (de 2.3 a 4.8 unités) et [-24/+67] (de
1.1 a 2.5 unités), dans les 3 lignées étudiées. Ceci suggere la présence d’un ¢lément activateur
entre les nucléotides -167 et -103, et entre les positions -103 et -24, respectivement. Nous
avons ¢également pu observer des activités promotrices différentes pour les constructions dont
I’extrémité 3 a été fixée a +245, dans les lignées cellulaires Raji et Namalwa (la lignée Daudi
n’ayant pas été étudiée pour les fragments plus longs en 3°). Compte-tenu des valeurs
d’activité promotrice obtenues (17.5, 6.5 et 21.5, 12 unités) pour les constructions [-583/+67]
et [-583/+245], respectivement, dans les lignées cellulaires Raji et Namalwa, nous pouvons
émettre [’hypotheése d’éléments «cis » répresseurs entre les nucléotides +67 et +245.
Soulignons la présence d’une région conservée chez les mammiféres entre les nucléotides

+190 et +275.
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4.2.2.1.2 Conclusion - Caractérisation du promoteur P3 minimal
dans les cellules B

L’ensemble des données obtenues précédemment a été regroupé dans le schéma

récapitulatif suivant :

A, Analyse in sifico

B. Caractérisation du promoteur P3

+1

-1500

-2660 +340

Figure 40 : Schéma récapitulatif des informations obtenues de ’analyse in silico de la région
promotrice P3 [-2660/+340] et de la caractérisation du promoteur minimal P3. 4. L’ analyse in
silico de la région [-2260/+340] a permis de mettre en évidence 2 ilots CpG (CpG) entre les
nucléotides [-2250/-2150] et [-270/-120]. 5 zones trés conservées entre espeéces (Conserved Region,
CR) sont situées entre les nucléotides [-1270/-1220], [-740/-560], [-330/-300], [-175/+20] et
[+190/+275]. De plus des motifs potentiels correspondant a une boite TATA, a un élément Initiateur
(Inr), aux motifs MTE (Motif Ten Element) et DCE 1 ; I et lII (Downstream Core Element) localisés,
respectivement, en -28, -2, +18, +5, +19 et +30 ont été représentés sur la figure. B. La caractérisation
du promoteur P3 minimal dans les cellules B a été réalisée par transfection transitoire de constructions
plasmidiques de fragments du promoteur dans les lignées Raji, Daudi et Namalwa. Nous avons ainsi
déterminé la présence d’un élément « cis » répresseur entre les nucléotides +67 et +245, de deux
séquences activatrices entre les nucléotides [-167/-103] et [-103/-24]. De plus, la séquence [-380/-236]
semble contenir des sites activateurs du promoteur, uniquement dans le cas de la lignée Namalwa.

4.2.2.2 Recherche de facteurs de transcription régulant le promoteur P3
minimal dans les cellules B

Dans le chapitre Introduction, nous avons décrit des résultats bibliographiques

montrant que RhoH intervient dans I’initiation de I’activation lymphocytaire B ; ceci suggere
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que la protéine RhoH soit impliquée dans les événements précoces de I’activation et aussi
dans la transduction du signal du BCR par les voies calcique et du DAG. L’expression de
RhoH doit donc étre induite pour renforcer ce signal puis ensuite réprimée, afin que
I’activation cellulaire soit controlée. Notre hypothese est que ces mémes voies de signalisation
réguleraient 1’activité transcriptionnelle du gene RHOH dans les cellules B. Afin d’étudier
I’implication de ces voies (calcique et du DAG) dans la régulation du promoteur P3 du géne
RHOH, nous avons décidé d’utiliser un modéle non physiologique consistant en 1’utilisation
de molécules chimiques pour induire ces voies dans des lignées cellulaires lymphoides B
(Raji et Daudi). Nous avons donc utilisé séparément un analogue du diacylglycérol, le PMA
ou Phorbol-12-Myristate-13-Acétate et un ionophore pour le calcium, la ionomycine, pour
activer ces deux voies respectives. Le plasmide pGL4.14[luc2/Hygro] contenant ou non la
séquence du promoteur P3 minimal [-236/+67] a été transfecté dans les cellules Raji et Daudi
et les cellules ont ensuite été réparties dans des milieux de culture contenant soit du DMSO
(DiMéthylSulOxyde, solvant des molécules PMA et ionomycine) soit du PMA, soit de la
ionomycine, durant 48 heures. Apres évaluation de I’activité du promoteur, nous avons obtenu

les résultats représentés Figure 41 (ci-dessous).

18 7 EDMSO 45 1 * mDMSO
40 4 HPMA

16 1 HIONO

35 1

30

25 -

20
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Daudi Raji Daudi Raji

Figure 41 : Régulation du promoteur P3 du géne RHOH suite a la stimulation des voies de signalisation
calcique ou du diacylglycérol dans deux lignées cellulaires B. Aprés transfection du plasmide contenant la
séquence du promoteur P3 dans les cellules Raji et Daudi, les cellules ont été mises en culture 48 heures en
présence soit de DMSO (DiMéthylSulfOxide, controle négatif), soit de ionomycine (5uM) soit de PMA
(Phorbol-12-Myristate-13-Acétate, 100ng/mL). L’activité promotrice a ensuite été évaluée comme expliqué
Figure 39 page 119. Les résultats obtenus par stimulation par la ionomycine, représentés en A, correspondent
a 1 expérience pour les cellules Daudi et a la moyenne de 2 expériences pour Raji. Les moyennes de 3
expériences de stimulation des lignées cellulaires Raji et Daudi par le PMA ont été représentées dans la partie
B de la figure. *, p<0.05.
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La stimulation par la ionomycine induit des phénomeénes différents selon la lignée
¢tudi¢e. En effet, en présence de cette molécule, I’activité promotrice de P3 augmente de 12
% dans la lignée Raji. Au contraire, dans la lignée Daudi, nous observons une inhibition de
I’activité du promoteur P3 de 27 %. Ces résultats nous montrent que les facteurs de
transcription régulés par la voie calcique régulent différemment le promoteur P3 de RHOH
dans les lignés cellulaires Raji et Daudi. Il serait intéressant de connaitre ces facteurs.
Cependant, il nous a paru plus simple de se focaliser tout d’abord sur la voie de signalisation
du DAG pour laquelle la variation de I’activité du promoteur P3 est similaire dans les deux
lignées et pourrait étre le reflet d’un mécanisme commun aux cellules B. Dans le premier cas
(Raj1), nous observons une augmentation de 1’activité du promoteur P3 d’un facteur 1,9 (de
12,5 a 23,8 unités), et dans le second cas (Daudi), une élévation de I’activité promotrice d’un
facteur 2.9 par rapport au controle (de 12,7 a 36,4 unités). Ces résultats suggerent donc que le
promoteur P3 de RHOH est régulé dans les cellules B par des facteurs de transcription
controlés par la voie du DAG, résultats corrélés a 1’augmentation du taux de transcrits RHOH
observés suite a 1’activation de la voie du DAG par le PMA dans la lignée Raji (données non
montrées). Des facteurs de transcription dont I’activité est modulée par cette voie, tels que
NF«B, AP1 ou ceux dépendant de la voie Ras, seraient donc impliqués dans le contrdle positif

du promoteur P3 dans ces cellules B [256].

4.2.2.2.1 Réle du complexe AP1 dans la régulation de P3 dans les
cellules B

4.2.2.2.1.1 Recherche par analyse in silico de sites de fixation potentiels pour le facteur
AP1 dans le promoteur P3 de RHOH

L’activation du facteur de transcription AP1 est dépendante de voies de signalisation
impliquant la JNK (Jun Kinase) et d’autres MAPK comme ERK1/2. Ce dimére AP1 s’associe
a un motif ADN palindromique (5’-TGAG,cTCA-3") pour réguler I’expression des genes
cibles [257]. Notre hypothése de travail a été que suite a 1’induction de la voie de signalisation
du DAG, certains facteurs de transcription tels que AP1 seraient activés et contrdleraient
positivement le promoteur P3 de RHOH dans les cellules B telles Raji et Daudi. L’analyse in
silico de la séquence [-236/+67] du promoteur P3 minimal, a I’aide des programmes
TFSearch, MatchP et Genomatix, a révélé la présence de deux éléments «cis » sur cette
séquence, sites consensus pour le facteur de transcription AP1 (AP1#1 et AP1#2) non loin du

site d’initiation de la transcription, en positions [-50/-44] et [-14/-20] en amont de celui-ci et
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respectivement en sens et en anti-sens (Figure 42, ci-dessous). Ces deux sites correspondent
plus ou moins parfaitement a la séquence consensus (TGACTCA) décrite pour ce facteur de
transcription dans la littérature [257]. En parallele, nous avons analysé la conservation entre
especes de ces sites a 1’aide du programme UCSC Genome Browser. Les résultats de notre
analyse montrent que ces sites sont conservés entre especes (quoiqu’imparfaitement),

suggérant qu’ils pourraient intervenir dans la régulation du promoteur P3 du géne RHOH.

Humain: GAAATATAGTCTCEEAGT ARG GEEERATARATTAARCECAR A CCACCRETGCFECAAAGECCTTATICTZOC
Souris:GAGAARRCGATCCAGAARGGAT-AARACEET - AATCARRCACARATOCAGCOCTGCARCAR A R ECCCTATT I GEOC
Fat tEAGARAT AT AGGARGEAT AR A RCOEAT - AAT AR CCACARATCT AGCEETECARCAR A RGCCTTATTICIEOC

Humain: TCDEAT T GEEEAASTT-TCATATTCTAATCEACAG-— - - AR A CECACET G0~~~ — e m e mmmm e
Souri=:TCI LG ITGEEACEII-TCACACE I CAT GEAGE AR A CAR A CECACAT L -~~~ ——— — = ———
Rat :DCCTGSTIGGEETAGETT-TCICCAGE-—-TAGABEE-———ARATECACATEC —————————————————————=
Fhé=u=: TCTGATCTGEEEAAGTT-TCATATTCTAATGEAGAG-— - ARACECACETBC- - — -~~~ —— = ——————— === ——
Thewal:TIITAT I GEECARGT I I CATATT AT AT EEAGAG————ARRC A CACETE - ——————— == ————————————
IThien :ICILATIT GG ARCTIIICATATT T CATEEAGAG——ARATECACETEC AT GCATAGATGCTCACATACE

IThien :CACACARCRCARCARCRCECACH AR CEECTARACCCACECR R A TEARATCOCCTCITCAGAGRAROCAECTACE

s API# API#2 Y

Humsin : BEAARTTGACT TAFECACAGGARCT TG TAR TTCEGATTECTCCTECTECCCCA - ——————
Souris:GEARAITCACTTOEGCACAGGARCTTECTAR TTCGEACTGTTICCT - CTGCCTCEGTCACCT
Fat -CCARAOTCACTTCECCACACCAACTTCCTAR TTCCEACTET TECIGCTE-—TCCCT CACCT
Fhésus : GEAAAJTGACTTAGGCACAGGAACTTGCTAR TTCGGATTGCICCIGCTGOCTCA——————-
Cheval : GEARATTGACTT T ACACAGEARCTTCCT, TTCEEATTGT TCCTGCTECCCCAGT CACCE
Chien -CEAARATTCACTTATGCACACCAACTTCCTAR TTCTEATCETTECIGC ACCTCACT CACCE

+13
Humain : CACACRCT-ARCOCRACCATCTTEEEEIGEACT COCTGOCAGOCCARCT FTTGTAT
Souris:COGACACT EAGEOCCACCACCITEEETIGEA - CICIGCCAGTOCE—————— GIGET
Fat (CEEACRC TR A CARCCACCA I TG TEEA CICIGCCAGT O A ————— GIET
Phesus: CECACACTARRCCCAGCCAT CITEFEFIGEACT COCTEOCAGCOCARACT CTTETAT
ITheval : CECECACT CARCCTAACCAT I TEEEITIGEAT TCICTACCAGCOCEECT CITATAT
IThien :AFCACRCTARRCTCRRCCATCITEEEIIGARATTCICITCCAGCTCACCTI TITATAT

Figure 42 : Le promoteur P3 de RHOH contient deux sites putatifs pour le facteur de transcription
AP1 conservés au cours de I’évolution [11]. La séquence ADN du promoteur P3 humain, s’étendant des
nucléotides -236 a +67 en regard du site d’initiation de la transcription, a été comparée aux séquences des
régions équivalentes chez la souris, le rat, le macaque rhésus, le cheval et le chien, avec des identités
respectives de 72.3%, 70.3%, 95.7%, 82.8% et 64%, représentées par un surlignage gris. 2 sites de
fixation consensus pour le complexe APl ont ét¢é mis en évidence (AP1#1 et AP1#2), localisés
respectivement entre les nucléotides -50 et -44 pour AP1#1 et entre -20 et -14 pour AP1#2, en regard du
site d’initiation de la transcription situé a I’extrémité 5 de 1’exon 4.
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4.2.2.2.1.2 Implication des sites de fixation potentiels pour AP1 dans la régulation du
promoteur P3

La possible implication du complexe AP1 dans la régulation du promoteur P3 du géne
RHOH a été étudiée en générant des mutations dans la séquence [-236/+67], au niveau des
sites de fixation potentiels pour ce facteur de transcription. Nous avons ainsi généré 3
constructions supplémentaires (AAP1#1, AAP1#2 et AAP1#1-AAP1#2), ou les sites AP1#1 et
AP1#2 ont ét¢é mutés soit individuellement, soit de facon combinée (respectivement,
TGACTTA - CAGCTTA, et TGACAAA > CAGCAAA). L’activité promotrice de ces
nouvelles constructions a ensuite été¢ évaluée dans les lignées cellulaires Raji, Daudi et
Namalwa, en absence de PMA, et comparée a celle du promoteur sauvage (Figure 43, ci-

dessous).

Figure 43 : Etude du
role des sites consensus
du facteur AP1 dans la
Luc | Vide régulation du
promoteur P3 du géne

A

AP AP g
AT AP ] UG | -236/467 RHOH. A.
Représentation des
Foe e e | AAP1# constructions du
promoteur P3  dans
67

236 e SR — e | AAP1#2 lesquelles  les  sites
: API1#1 et AP1#2 ont été
- - T AAP1#1- mutés de fagon isolée ou

‘235—@E_ Luc AAP1#2

combinée, générant les
plasmides AAPI1#1,
AAP1#2 ou AAPI1#1-
= AAP1#2. B. Les
différentes constructions
représentées en A ont été
transfectées dans les
lignées cellulaires
lymphoides B  Raji,
Namalwa et  Daudi.
L’activité promotrice a
ét¢  évaluée  comme
expliqué¢  Figure 39,
page 119.

Activité luciférase relative

Vide 236+6T | MAPIHT | AAPT2 | AAPTAT.
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236467 | AAP1E1 | AAP1E2
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Nous avons ainsi observé des variations dues a I’effet des mutations. La mutation du
site. AP1#1 induit une inhibition de I’activité du promoteur P3 dans les cellules Raji et
Namalwa, respectivement, de 34% et 18.5% mais pas dans les cellules Daudi. La mutation du
site AP1#2 réprime le promoteur P3 dans les cellules Raji et Daudi, respectivement de 38% et
24% mais pas dans les cellules Namalwa. La mutation combinée des deux sites induit une
répression identique a celle obtenue en mutant le site AP1#2 dans la lignée cellulaire Raji
(soit 40.5% d’inhibition). Méme si les effets sont variables, nous pouvons dire que la mutation
d’un de ces deux sites réprime le promoteur P3, suggérant que, quelque soit le site étudié, le
complexe API1 régule positivement 1’activité promotrice de P3 dans les cellules B et ceci
méme en absence de PMA. Ces résultats sont corrélés a 1’augmentation de D’activité du
promoteur observée apres stimulation par le PMA (Figure 41, page 122) et montrent qu’en
présence ou absence de cette molécule, la voie de signalisation du DAG régule positivement
le promoteur P3 du géne RHOH dans les lignées Raji, Daudi et Namalwa. Notre hypothése
serait que ces voies de signalisation soient déja stimulées dans les cellules Raji et Daudi, qui
sont caractérisées par la présence d’un marqueur d’activation précoce, le CD38, a leur surface

cellulaire (données non montrées).

Initialement, la forte expression des transcrits totaux du géne RHOH a été évaluée dans
ces cellules en absence de toute stimulation extérieure. Notre hypothése est que, dans ces
lignées lymphoides B, les facteurs régulés par la voie du DAG sont déja activés et régulent
positivement le géne RHOH sans stimulation supplémentaire. La suite de notre étude sur
I’identification des mécanismes moléculaires régulant le promoteur P3 sera donc effectuée en
absence de PMA. L’étape suivante a donc été d’identifier les partenaires composant le
complexe AP1 impliqué dans la régulation du promoteur P3. Nous avons alors essayé de
mettre en évidence si un des membres de la famille Jun, éléments du complexe AP1, était
impliqué dans la régulation du promoteur P3, dans ces cellules B. En effet, le facteur de
transcription AP1 existe sous deux formes, soit un homodimeére composé exclusivement des
membres de la famille Jun (cJun, JunB et JunD, protéines de type basic Leucine Zipper ou
« fermeture en leucine »), soit un hétérodimeére, par association d’un membre de la famille Jun
principalement a un membre de la famille Fos (cFos, FosB, Fra-1 et Fra-2) mais aussi a un
membre de la famille Maf (v-Maf MusculoAponeurotic Fibrosarcoma oncogene homolog, c-
Maf, MafB, MafA, MafG/F/K and Nrl) ou de la famille ATF (Activating Transcription
Factor, ATF2, LRF1/ATF3, B-ATF, JDP1, JDP2) [258]. Chacune de ces protéines est
exprimée et régulée différemment selon le type cellulaire, ce qui confere des fonctions

subtilement différentes selon la nature du complexe AP1. Nous avons tout d’abord étudié
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I’implication des membres de la famille Jun et ceux de la famille Fos dans la régulation du

promoteur P3 dans les cellules lymphoides B.

4.2.2.2.1.3 Influence de I'inhibition des voies de régulation du complexe AP1 sur I'activité
du promoteur P3

En parallele de I’étude des mutations des sites potentiels pour le facteur de
transcription AP1 présents sur le promoteur P3, nous avons étudié 1’effet de I’inhibition des
voies de régulation des protéines Jun et Fos sur 1’activité du promoteur P3. Pour cela, nous
avons inhibé tout d’abord I’activité de JNK, kinase responsable entre autre de 1’activation des
membres de la famille Jun, par la molécule SP600125, puis la voie de régulation des familles
Fos et Jun par un inhibiteur de MEK1/2, U0126 (Figure 44, ci-dessous). Nous avons observé
une diminution de 17% de D’activité du promoteur P3 suite a I’inhibition de JNK par le
SP600125, corrélée aux résultats obtenus apres mutation des sites AP1#1 et AP1#2 (Figure
43, page 125). Ceci suggere qu’il existe bien une régulation positive exercée par un membre
de la famille Jun sur le promoteur P3. L’inhibition de AP1 (membres Fos et Jun) par U0126,
quant a elle, entraine une répression de 34%, plus intense que celle observée avec SP600125.
Un des membres de la famille Fos serait donc partenaire d’'un membre de la famille Jun pour

réguler positivement le promoteur P3 de RHOH.

Raj Figure 44 : Etude du role des membres des
familles Jun et Fos dans la régulation du
promoteur P3 du géne RHOH. Aprés
transfection du plasmide contenant la séquence
minimale du promoteur P3, les cellules Raji
ont été mises 48 heures en culture en présence
d’un inhibiteur de la Jun Kinase (SP600125,
30uM) ou de SP600125 combiné a un
inhibiteur de MEKI1/2 (U0126, 20uM).
L’activité promotrice a ensuite été évaluée
Contréle SP600125 SP600125 + U0126 comme expliqué précédemment.

Activité Tuciférase relafive
o

4.2.2.2.1.4 Role des protéines Jun (cjun, JunD et JunB) du complexe AP1 dans la
régulation du promoteur P3

127



Résultats

Le complexe AP1 est constitué par 1’association de deux partenaires, dont font partie
les membres de la famille Jun (cJun, JunB et JunD). Ce sont ces protéines qui se fixent a
I’ADN au niveau de leurs sites consensus. Pour étudier I’implication des membres de la
famille Jun, nous avons tout d’abord utilisé un plasmide exprimant un dominant négatif de la
famille Jun (TAMG67, correspondant a la séquence cJun sans son domaine transactivateur),
puis évalué I’influence de son expression sur 1’activité du promoteur P3 de RHOH dans la
lignée cellulaire Raji, ou nos deux mutants AAP1#1 et AAP1#2 ont montré le plus d’efficacité
(Figure 43, page 125, [259]. Nous avons alors observé une répression de 10% du promoteur

P3, ceci suggérant que les membres de la famille Jun régulerait positivement mais trés

faiblement I’activité du promoteur P3 de RHOH (Figure 45, ci-dessous).

Activité luciférase relative
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Nous avons voulu approfondir cette étude, soit en invalidant les membres cJun, JunB
ou JunD, soit en les surexprimant individuellement et en évaluant I'impact de cette
modulation d’expression sur [’activité du promoteur, dans la lignée cellulaire Raji. Les

résultats sont montrés Figure 46, page suivante.

Figure 45 : Etude de la surexpression
du dominant négatif de la famille Jun
(TAM67) sur Dactivité du promoteur
P3 de RHOH dans la lignée cellulaire
B Raji. Nous avons cotransfecté¢ le
plasmide soit vide, soit exprimant
TAM67 en présence du plasmide
pGL4.14[luc2/Hygro] contenant ou non
la séquence du promoteur [-236/+67].
Aprées 48 heures de culture, 1’activité du
promoteur a été évaluée comme précisé
précédemment.
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Figure 46 : Etude du role de chacun des membres de la famille Jun sur Pactivité du promoteur P3 de
RHOH, par invalidation ou surexpression dans la lignée cellulaire Raji. Des siRNA ciblant JunD (4), cJun
(C) ou JunB (E) et des plasmides permettant 1’expression de JunD (B), de cJun (D) ou de JunB (F) dont
I’efficacité a été confirmée soit par RT-PCR quantitative, soit par Western Blot ont été transfectés dans la lignée
Raji. Apres 48 heures de culture, nous avons quantifié I’activité du promoteur P3 de RHOH.

L’invalidation de JunD augmente de 53% le taux de transcrits RHOH endogenes
(Figure 46 partie A, ci-dessus). Au contraire, sa surexpression inhibe de 40% I’activité du
promoteur P3. Ceci montre que le membre JunD de la famille Jun agit en tant que répresseur
sur le promoteur P3 (Figure 46 partie B, ci-dessus). Qu’en est-il des autres facteurs ? De
maniere surprenante, 1’invalidation et la surexpression de cJun conduisent toutes deux a une
diminution de ’activité du promoteur P3 (respectivement de 14% et 8%) (Figure 46 parties
C et D, ci-dessus). Ces résultats suggerent que I’implication de cJun dans la régulation du

gene RHOH est pratiquement nulle. L’étude du réle de JunB dans le controle de 1’activité du
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promoteur P3 du géne RHOH, par invalidation et surexpression, montre que ce facteur de
transcription semble agir comme un activateur transcriptionnel : la surexpression de JunB
induit une augmentation de 26% de 1’activit¢ promotrice (Figure 46 partie F, page
précédente). Nous pouvons expliquer les résultats obtenus par I’invalidation et la
surexpression de JunB : soit ce facteur est exprimé dans ces cellules et I’invalidation n’a pas
¢été suffisamment importante pour influencer 1’activité du promoteur P3 ; soit la surexpression
de JunB modifie la composition des complexes formés associés aux sites AP1 du promoteur
P3, déplacant ainsi celui constitué de JunD. La premiére hypothése reste cependant
préférentielle compte tenu de la régulation positive du promoteur P3 par un membre de la
famille Jun suggérée par les résultats précédents (page 127). Nous avons donc mis en
¢vidence que JunD régule négativement le promoteur P3 et que JunB interviendrait également

dans cette régulation mais de fagon plus subtile.

4.2.2.2.1.5 Etude du role répresseur de JunD sur la transcription endogéne du gene RHOH

Compte tenu de nos précédents résultats, nous nous sommes focalisé€s sur I’implication
de JunD dans le contrdle de la région promotrice P3 du géne RHOH. Par la méthode utilisée
(technique de geéne rapporteur), nous avons mis en ¢vidence un phénomeéne non
physiologique. Pour se rapprocher de ce qu’il se passe dans une cellule, nous avons d’abord
vérifié si la variation de D’expression du facteur de transcription JunD modifiait la
transcription du géne RHOH endogene. Par RT-PCR quantitative, nous avons alors pu évaluer
que I’invalidation de JunD par ARN interférence n’entraine pas seulement une augmentation
de 45% de I’activité du promoteur P3 mais aussi de 53% de la quantité des transcrits totaux du
gene RHOH (Figure 47, page suivante). Pour prouver qu’il n’existe pas de mécanismes de
compensation par les promoteurs P1 et P2, nous avons évalué la quantité des transcrits initi€s
en amont des exons 1, 2 et 4 par RT-PCR quantitative et chimie SYBR® Green, suite a
I’invalidation ou a la surexpression du facteur JunD dans la lignée cellulaire Raji (données
non montrées) [11]. Nous avons ainsi confirmé que les effets observés sur les ARN
messagers RHOH suite a la modulation de I’expression du facteur JunD reflétent bien 1’action
de ce dernier sur les isoformes issues de 1’activité du promoteur P3. Le role de JunD en tant
que répresseur de la transcription du géne RHOH a donc été montré par mesure de I’activité
promotrice et par quantification des transcrits RHOH endogeénes. JunD agit-il de manicre

directe en se fixant sur le promoteur de RHOH ?
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Raji Figure 47 : Etude de
Pinvalidation de JunD par ARN
s interférence sur la transcription
1000 du géne RHOH endogéne dans la
lignée cellulaire B Raji. Les
cellules Raji ont été transfectés par
un ARN interférent ciblant les
transcripts du géne JUND ou un
ARN interférent controle. Aprés 48
heures de culture, la quantité de
transcripts RHOH totaux a ¢été
évaluée par RT-PCR quantitative
Controle SiARN JunD (chimie TagMan). **, p <0.01.
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4.2.2.2.1.6 Etude de la fixation de JunD sur les sites consensus AP1#1 et AP1#2 du
promoteur P3 de RHOH

Une étude de retard en gel (EMSA) nous a permis de montrer la fixation spécifique de
JunD sur les sites AP1#1 et AP1#2. Des extraits protéiques nucléaires de la lignée Raji et un
fragment d’ADN double brin de 40 bp radiomarqué a son extrémité 5’ et recouvrant le site
AP1#1 ou le site AP1#2 du promoteur P3, ont ét¢ mis en contact. Le retard de migration de la
sonde, visualis¢ sur gel d’acrylamide non dénaturant indique la fixation d’un facteur de
transcription sur sa séquence consensus. Dans cette technique d’EMSA, I'utilisation d’un
anticorps spécifique du facteur associé suspecté¢ permet d’observer un retard encore plus
marqué, confirmant la nature du facteur. Ici, un retard un peu plus important a été¢ obtenu pour
les sondes AP1#1 et AP1#2 apres utilisation d’un anticorps anti-JunD, suggérant une fixation

potentielle de JunD sur ces sites (Figure 48, page suivante).
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Figure 48 : Etude par retard en gel de la fixation de JunD sur les sites AP1#1 (partie A) et AP1#2 (partie
B). Apres radiomarquage des sondes double brin, ces derniéres sont mises en contact avec les extraits
protéiques nucléaires de la lignée Raji, en présence ou non de compétiteurs spécifiques ou non spécifiques du
site consensus AP1 et d’une Immunoglobuline G (IgG) ou d’un anticorps dirigé spécifiquement contre JunD.
Les fléches indiquent la fixation spécifique de JunD et un retard observé aprés utilisation de 1’anticorps anti-
JunD.

En parallele, nous avons vérifié la fixation de JunD aux sites AP1#1 et AP1#2 du
promoteur P3 endogéne dans la lignée Raji, par immunoprécipitation de la chromatine. Cette
technique permet de détecter des interactions chromatine-protéines dans un contexte cellulaire

(Figure 49, page suivante).
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Figure 49: Etude de la
fixation de JunD sur le
promoteur P3 endogéne par
technique

d’immunoprécipitation de la
chromatine (ChIP). Apres
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chromatine-protéines, I’ADN a
RNA été fragmenté en morceaux de
Pol Il 200 & 1000 bp et assujetti a une
1 immunoprécipitation soit

RNA
Pol Il

dirigée contre JunD, ou RNA
Polymérase 11, soit effectuée
avec une Immunoglobuline G
(IgG utilisée comme controle
négatif). L’ADN fixé par ces

téines a ensuite été analysé
AP1#1 AP1#2 pro
pour les sites AP1#1 et AP1#2,
308415 5 0E+10 par PCR et visualisation sur
EE0 gel d’agarose (partie A) et par

25E+15
R0 PCR quantitative (partic B).

35E+10
20E+15

L’input est une partie de
I’ADN génomique utilisé pour
la technique de ChIP, n’ayant

3.0E+10
1.6E+16 25E+10

2.0E+10

Nombre de copies d'ADN génomique
Nombre de copies d'ADN génemique

1.0E+15 P pas subi

o d’immunoprécipitation et
e - servant de controle de la
0.0E+00 0.0E+00 qualité du matériel.

IgG JunD lgG JunD

Apres immunoprécipitation des complexes ADN-protéines par |’utilisation des 3
anticorps spécifiques, I’ADN a été purifi¢ et analysé par les techniques de PCR et de PCR
quantitative. De maniére intéressante nous avons remarqué une légére fixation de la RNA
polymérase II sur le fragment contenant le site AP1#2 soit la séquence [-43/+104], mais aussi
de facon moins intense sur le fragment comportant le site AP1#2 [-237/-21]. Ces données
montrent que plus on se rapproche du site d’initiation de la transcription, plus la RNA
polymérase II est capable de se fixer, ceci est corrélation avec la présence d’un promoteur.
Concernant 1’étude du facteur JunD de la famille Jun, nous avons également montré sa
fixation sur les sites AP1#1 et AP1#2. Ce facteur se fixe donc sur les deux sites AP1 du

promoteur P3 de RHOH et réprime alors son activité. Or, dans les résultats précédents, la
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mutation de ces sites a cependant entrainé une diminution de I’activité de P3 dans la lignée
cellulaire Raji (Figure 43, page 125). Ces données suggerent qu’un facteur activateur est
préférablement fixé aux sites AP1#1 et AP1#2 du promoteur P3. JunD est associé a ces deux
sites mais réprime le promoteur P3 endogéne. JunB au contraire semble activer P3. JunB
pourrait donc jouer également un role important dans la régulation du promoteur P3. Nos
résultats suggerent qu’il existerait un état d’équilibre entre la présence de JunD et de JunB sur
les sites AP1 du promoteur P3 minimal du gene RHOH. Les résultats concernant la
surexpression de JunB n’ayant ét¢ obtenus que récemment, nous n’avons donc pas pu
accentuer nos recherches dans cette direction et vérifier la fixation de JunB au promoteur P3
endogene. Comme ’ont suggéré les résultats du paragraphe page, les membres de la famille
Fos semblent également réguler positivement le promoteur P3 dans la lignée cellulaire Raji.
IIs pourraient donc étre des partenaires des membres de la famille Jun dans la composition du

complexe API.

4.2.2.2.1.7 Role des membres de la famille Fos dans la régulation du promoteur P3

Précédemment, nous avons observé une diminution de I’activit¢ du promoteur P3
suite a I’inhibition des kinases MEK1/2 : un facteur de transcription membre de la famille Fos
serait donc un régulateur positif de cette région promotrice (Figure 44, page 127). Pour
vérifier cette hypothese, nous avons effectu¢ une étude préliminaire par surexpression de c-
Fos dans la lignée Raji et analysé 1’activité du promoteur P3 (Figure 50, page suivante). La
conséquence de cette augmentation de la protéine c-Fos dans les cellules Raji est une
activation plus importante du promoteur P3, soit une induction de 75% de son activité. Ces
données nous indiquent que c-Fos serait un régulateur positif de P3. Ceci est bien en accord
avec ce que nous avons observé lors de I’inhibition de la kinase MEK1/2. L’étude de
I’implication des autres membres de la famille Fos est envisagée au laboratoire, par
surexpression des différentes protéines et la fixation de ces dernieres sur le promoteur P3

endogéne, par immunoprécipitation de la chromatine.
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Figure 50 : Etude de la surexpression du
facteur c-Fos sur I’activité du promoteur P3
du géne RHOH dans la lignée cellulaire
Raji. Le plasmide pSGS5 vide ou contenant la
séquence codante pour le facteur de
transcription humain c-Fos a été cotransfecté
avec le plasmide pGL4.14[/uc2/Hygro] vide ou
contenant le promoteur P3 [-236/+67] et le
plasmide pRSV-BGal dans la lignée cellulaire
Raji. L’activité promotrice a ensuite &té
évaluée dans trois expériences indépendantes
par quantification de Dactivité luciférase
normalisée par I’activité de la fGalactosidase.

Le complexe AP1 semble donc étre impliqué dans la régulation positive et négative du
promoteur P3 du géne RHOH dans les cellules lymphoides B et cela, en fonction de la nature
des partenaires composant AP1. JunD intervient plus particulierement dans la répression du

promoteur ; au contraire, les facteurs de transcription JunB et c-Fos I’activent.

4.2.2.2.2 Recherche d’autres facteurs de transcription impliqués
dans la régulation du promoteur P3 de RHOH
La régulation du promoteur P3 du gene RHOH ne résulte probablement pas

uniquement de 1’activité du complexe AP1. Pour mettre en évidence 1’implication d’autres
facteurs dans le contrdle de P3 dans les cellules B, nous avons utilis¢é une approche
bioinformatique et effectué¢ une analyse in silico. En étudiant ainsi la séquence nucléotidique
du promoteur P3 (sites TFSearch, Match-P et Genomatix), nous avons obtenu des listes de
sites consensus de fixation pour des facteurs de transcription. Parmi ces facteurs, nous avons
relevé les protéines RREB1 ou Ras Responsive Element Binding protein 1 et NFkB ou

Nuclear Transcription kappa B, régulées par la voie du DAG.

4.2.2.2.2.1 Etude du role du facteur de transcription RREB1 dans la régulation du
promoteur P3

RREBI est régulé positivement par la voie Ras. Il s’agit d’un facteur de transcription a

doigt de Zinc, exprimé de fagon ubiquiste et reconnaissant 1’élément de réponse a Ras (ou
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RRE) présent dans la séquence promotrice de certains genes. Cette protéine est soit un
potentiateur, soit un répresseur de la transcription, selon le contexte cellulaire [71, 260]. La
séquence consensus du site de reconnaissance de ce facteur est CCCCACACCATCCT. Dans
la séquence du promoteur P3 du géene RHOH, nous avons observé la présence de trois sites
potentiels pour RREBI, situés respectivement entre les nucléotides [-223/-209] en antisens
(CCCCACCCTACTCC, RREBI#1), [-105/-92] en sens (CCCCTAAACCCACA,
RREBI1#2) et [+8/+21] en sens (CCCCACACACACTA, RREB1#3) (Figure 51, ci-dessous).

[Humain: GAAR AT AT OEEAET A T AT A R A TT R R ACECR A OO G AR CA A CECOCTTATTCTECCTCT GATCTEECEARG
Jouris: GAGARACGATCCAGA AR GEAT AR ACEET - AAT CARRCE CARATCCARCCETECARCARA L GOCCTATT T FECCTICTIT GCITEEGTAGG
[Fat: GAGAR AT GATCCARGA A GEATARR R A CEAT - AAT AR CGCACAAATCTAGCEETECAGCAR AR COCCTATTICTGOCTCCT GETTEGG TAGG
Fhe=u=:GARAT ACAGT CTOEGACT FEGET GEGAGAT A A A TT AR CECA A AN A T GCAGCA A A GECCTTATTCT GOCT CTGATCT GECCAAC

Chewval: BEGARATEETCCREEE————— GETTEATARATTARRTACARAT ORGSO A TECAGCRARGECCTTATTCTSOCTT TTATCTGOGEARG
Chimm: ———==——m o m o GCCICTTATITIGGCARG

-145 Bl
Hiumain: TT-TCATATTCTAATEERGAG -~~~ ARACGCANETEC -~~~ ————————————————————————————— - acacacacctoee
Souris:TI-ICACAGECICATEEAGEEARRCARRCEEATATEL ———— - — === === — = — e ECACAGEIOCC
Fat: TI-DCTCCAGE-——TABRGEE-———ARATGCOACATEC ————————————————— === === ECACACEHIOCC
Fhé=us: TT-TCATATTCTARTGERAGAG -~~~ ARACGCACETEC -~ —— =~ === === == === === == === ———m— oo ACACACACCITCCC
Theval: TICTCATATTAT TATEEAGAG——~ ARACACACETEC -~~~ ——— - === === === == === - BCACACATATCRC
Chien: TITICATATTSICATGEAGAG-——-ARATGCACSTECEASTGCATAGACECTCACACACATACACRCACACACACATACACRCACAEES

oy RREBI#2 1z

Humain: TAARCCCACRCA A ATEA RO T L O ECA A A ORI ACA AR A TTCACT TAGECACA AR CTTGCTARTCTCITTIICTCACE
Souris: TARRCCCR AR OEA A - CO T T T CEAGAA GO GO AT A CEA R T CACT T O AR A A CT TECTAATCECTTT TG CACT
Fat: TaARCCCRCRRE A CEA A - OO I e CEAGAA GO A GO CACACEAR A T CACT T O CAC R EEA R CTTECTAAT CECTTTITGOCACT
[Fhe=u=: TARACCCRCR AR T e AR OO T CT G ACA R GO T ARG AR A T T FACTTAGECACAGEAR CTTECTAATCT CT STTGTCACR
IChewal: CARRCOCACRCAR A TEA AR CCCCCT T T ICEEAGAR - CC AT ACAGEAR A TTEACT T CLACACAEEARCTTGCTAACCTCITIT I TCACE
IThien: TAAARCOCACACARATGEAAATCCCCTICIICAGAGAAGOCAGTACAGEARATTCGACTTATGCACAGEARCTTGCTAATCTCATT COTCACR

. +1 RREBI#3 -
[Humain: TTCGEA CooCA-——————— CACACACT - AR COCAA AT CT TEEEET GERACT COCTGOCAGCCCAACT GTTGTAT
Souris:TTORGAGTGET -CIRCCTCEET CACCTCOFACRCT GAFCOC CACCACCT TEEECTEEA — ~CICTGOCAGT CCE—————— GIGET
Fat: TTCGEACTET I CA T AR O T A A GO TR O CA CCT CTEE - TEEA—— CICT RO AT OO ————— GICT
Fhesus=: TTOEER CCTCA——————— CECACACT 3 AR COCA R CCATCT TEEEFT GEACT COCT GOCAGCCCAACT CTTGTAT
IChewal : TTFEEATTET {CCCCA T CAC AT CAR OO T AR CCATCTTEEE I TEEAT TCTCTACCAGOCCEECTI CTTATAT
IChien: TTCTEATGET CCTCAGT CACCGAGCACACT A AR CTCAACCATCTTEEET TEAATTCTCT TOCAGCTCATCT CTTATAT

Figure 51 : Le promoteur P3 de RHOH contient trois sites putatifs pour le facteur de
transcription RREBI1, conservés au cours de I’évolution. La séquence ADN du promoteur P3
humain, s’étendant des nucléotides -236 a +67 en regard du site d’initiation de la transcription, a
été comparée aux séquences des régions équivalentes chez la souris, le rat, le macaque rhésus, le
cheval et le chien, avec des identités respectives de 72.3%, 70.3%, 95.7%, 82.8% et 64%,
représentées par un surlignage gris. 3 sites de fixation consensus pour le complexe RREB1 ont été
mis en ¢vidence (RREBI#1, RREBI1#2 et RREBI#3), localisés respectivement entre les
nucléotides [-223/-209], [-105/-92] et [+8/+21], en regard du site d’initiation de la transcription
situé a ’extrémité 5° de 1’exon 4.

Compte tenu de I’expression de RREBI1 dans les lymphocytes B, que nous avons

vérifiée (données non montrées), de son action possible de régulateur positif de la
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transcription et du fait que, suite a la stimulation par le PMA des voies qui régulent ce facteur,
une augmentation de I’activit¢ promotrice de P3 est observée, notre hypothése serait que
RREBI1 soit un régulateur positif de ce promoteur dans les cellules lymphoides B. Pour
essayer de mettre en ¢évidence I’implication des sites consensus pour RREBI1 dans la
régulation de P3, nous y avons muté les nucléotides correspondant a ces séquences (en faisant
attention a ne pas former ainsi d’autres sites de fixation potentiels pour d’autres facteurs de
transcription) et avons étudié I’activité des versions mutantes dans la lignée cellulaire Raji

(Figure 52, ci-dessous).

30 -

25 4

Activité Tuciférase relafive

-236/+67 ARREB1#1 ARREB1#2 ARREB1#3

moyenne de trois expériences. *, p < 0.05.

La mutation des sites RREB1#1 et RREB1#2 n’entraine pas de variation concluante de
I’activit¢é du promoteur P3. En revanche, la mutation du site RREBI1#3 induit une
augmentation de 34% de I’activité promotrice. Ces résultats montrent que si RREBI
n’interagit plus avec son site de fixation RREB1#3, cela permet une meilleure activité du
promoteur P3 et donc ce facteur serait un répresseur possible de P3. Ces données
préliminaires sont en contradiction avec notre hypothése de départ, mais nécessitent d’étre
approfondies. Nous avons effectu¢ des retards en gel (données non montrées), mais
I’utilisation d’un anticorps dirigé contre RREBI n’a pas permis de certifier la nature du

facteur fix¢é impliqué.

35 - Figure 52: Etude du réle des sites
consensus de fixation pour le facteur
RREBI1 (Ras Responsive Element Binding
protein 1) dans la régulation du promoteur
P3 du géne RHOH. Trois constructions du

207 promoteur P3 [-236/+67] ont été générées par
15 mutagenése dirigée de chacun des sites de

fixation  pour  RREBI (ARREBI#1,
" ARREBI1#2 et ARREBI1#3). Les plasmides
5 1 ainsi obtenus ont été transfectés dans la lignée
. cellulaire Raji et I’activité promotrice

évaluée. Les histogrammes représentent une
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4.2.2.2.2.2 Etude du role du facteur de transcription NFkB dans la régulation du

promoteur P3

Les facteurs de transcription de la famille Rel/NFxB (RelA, RelB, c-Rel, NFxB1 et
NF«B2) sont des protéines clés dans la régulation de la prolifération, de la survie et du
développement des lymphocytes B [261]. Ces facteurs de transcription reconnaissent le site
GGGA/GNNT,cCC. Dans la séquence du promoteur P3 du gene RHOH, deux sites de
fixation potentiels pour les facteurs de la famille NFxB ont été observés, situés en position |-

152/-144] en sens (GGGAAGTTT) et [-78/-86] en antisens (GGGGTTTCA) (Figure 53, ci-

dessous).

Humain: GAAA AT AT AT AT G EEAT AR A TT A A A A A O T AR CA AR CEOCTTAT TCT GOCT CI GATCT HECEAAG
Souris:GAGARRCGATCCAGRARGEAT AR ACEET - AAT AR AT CAR ATCCAGCCETECAGCAA R GOCCTATT TCGECCTCTI T GIT TG TARG
Rat: AR AT AT A ECA R A TAR R A AT - AT R R A CR A A T T ACCCETRCAGCAR A 2 COCCTATICTEOCTCCT CEITEHEE TACG
[Fhes=u=:EARAT ACAGT T EEA T ST e AGAT AR AT T oA AR A A O R T BC A G CA R A GG CTTAT T GOCT CT GAT CT GEEEARG

[Chewval:GEGARATCETCODAGEE-———— GETTEATARATTARATA A AT ORGSO T AT ECAGCARACECCT TATTCTECCT TTTAT T SEGEARG
T GOCTCITATTTCRGCARG
-145
Humain: TI- T ATATTCTAAT GEAGAG- -~ ARG A BTG == = == = = = = == = o e ACACACACCOCCCC
Souris: TI-TACACECT AT EEAGE AR A AR RO A T = = = = e e e e e SCACRGEOCOC
Fat: TI-IETCCRGE-——TAGABEE-———ARATEOATA TG = e e e e GCACARCEO00C
Fhé=us: TT-TRATATTCTART BEAGAG -~ AR GCANET R  ———————————————————————————————————————— ACACRCACCOCOT
Chewal: TICIATATTAT CAT BEAGAG -~~~ AR ACA BT B == = == = = = = = = e e ACACACATATCAC
Chien: TITIRATATTSTCATEEAGRG ———ARRTECACETECSACTEOACACACECTCACACACACRCACRCACRCACRCACACACRCACAEEESE

ICThewal - CARRCOCACRCA R ATGA RO COOCT I TICGEAGAR - CCAGCTACAGEA R A TTGACT T CTACACAGEARCTTGCTAACCTCTITTIT I TCACR
IChien: TAAARCOCACRCHRATGAAAT OO CT ICAGAEAR AT ACACEAR A TTEACT TATECACAEEARCTTGCTAATCTCACT CETCACE

Figure 53 : Le promoteur P3 de RHOH contient deux sites putatifs pour le facteur de
transcription NFkB, conservés au cours de I’évolution. La séquence ADN du promoteur P3
humain, s’étendant des nucléotides -236 a +67 en regard du site d’initiation de la transcription, a été
comparée aux séquences des régions équivalentes chez la souris, le rat, le macaque rhésus, le cheval
et le chien, avec des identités respectives de 72.3%, 70.3%, 95.7%, 82.8% et 64%, représentées par
un surlignage gris. 2 sites de fixation consensus pour le complexe NFkB ont ét¢ mis en évidence
(NFxB#1 et NFkB#2), localisés respectivement entre les nucléotides [-152/-144] et [-78/-86], en

regard du site d’initiation de la transcription situé¢ a I’extrémité 5° de I’exon 4.
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Nous avons donc émis 1’hypothése qu’un des facteurs de cette famille pouvait étre

impliqué dans la régulation du gene RHOH dans les lymphocytes B. Pour étudier cela, nous

avons utilis¢ un inhibiteur de I’activation de NF«kB, dans les cellules Raji et Daudi. En

utilisant un peptide bloquant I’interaction des protéines IKKa et IKKP avec IKKy, le

complexe IKK ne peut étre formé, ce qui prévient ’activation des facteurs de la famille

NF«kB. Nos résultats préliminaires (une seule expérience) ont montré que 1’activité du

promoteur est réduite de 24% et 18%, respectivement, dans les cellules Daudi et Raji (Figure

53, ci-dessous). Ces résultats restent a confirmer mais suggereraient que NFxB régulerait

positivement le promoteur P3 dans les cellules B, par un mécanisme direct ou indirect.

20 4 H Contrdle
M inhib. NFKB

Activité luciférase relative

Daudi Raji

4.2.2.2.3 Schéma récapitulatif

Figure 53 : Etude préliminaire du
role de NFkB dans la régulation
du promoteur P3 du géne RHOH
(une seule expérience).
L’activation des facteurs de la
famille NF«B a été bloquée dans les
cellules lymphoides B Raji et Daudi
par [lutilisation d’un peptide
bloquant I’interaction entre NEMO
et le complexe IkB kinase.
L’influence de cette inactivation sur
I’activit¢ du promoteur a été
analysée apres 48 heures de culture.

La totalité¢ de nos résultats obtenus sur la caractérisation du promoteur P3 du geéne

RHOH dans les cellules lymphoides B Raji, Daudi et Namalwa, ont été récapitulés dans la

figure suivante :
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A. Analyse jn silico

B. Caractérisation du promoteur P3
+1

-1500

C . |dentification des sites de facteurs de transcription impliqués dans la régulation du promoteur minimal P3

exon 4

Figure 54 : Schéma récapitulatif des informations obtenues lors de la caractérisation du promoteur P3
dans les cellules B. 4. L’analyse in silico de la région [-2260/+340] a permis de mettre en évidence 2 ilots CpG
(CpQ) entre les nucléotides [-2250/-2150] et [-270/-120]. 5 zones trés conservées entre espeéces (Conserved
Region, CR) sont situées entre [-1270/-1220], [-740/-560], [-330/-300], [-175/+20] et [+190/+275]. De plus des
motifs potentiels correspondant a une boite TATA, a 1’élément Initiateur (Inr), aux motifs MTE (Motif Ten
Element) et DCE 1 ; 11 et Il (Downstream Core Element) localisés, respectivement, en -28, -2, +18, +5, +19 et
+30 ont été représentés sur la figure. B. La caractérisation du promoteur P3 minimal dans les cellules B a été
réalisée par transfection transitoire de constructions plasmidiques de fragments du promoteur dans les lignées
Raji, Daudi et Namalwa. Nous avons ainsi déterminé la présence d’un élément « cis » répresseur entre les
nucléotides +67 et +245, de deux séquences activatrices entre les nucléotides [-167/-103] et [-103/-24]. De plus,
la séquence [-380/-236] semble contenir des sites activateurs du promoteur, uniquement dans le cas de la lignée
Namalwa. Ces résultats nous ont permis d’identifier la région [-236/+67] comme la séquence du promoteur P3
minimal dans les cellules lymphoides B. C. L’¢tude des facteurs de transcription régulant le promoteur P3
minimal [-236/+67] a permis de montrer que les sites RREB1#1 et RREB1#2 situés en [-209/-223] et [-105/-92]
n’interviennent pas dans la régulation de P3. Au contraire, les sites AP1#1 et AP1#2, en [-50/-44] et [-20/-14],
régulent positivement P3, tout comme semblent faire les sites NFkB [-152/-144] et [-78/-86]. Le site RREB1#3
en [+8/+21], quant a lui, régule négativement le promoteur P3. La mutation des deux autres sites RREBI1
n’entraine aucune variation de la’activité du promoteur P3. Ces sites sont indiqués sur la figure par les termes
«pas d’effet ». Nous noterons que JunD se fixe sur les sites AP1#1 et AP1#2 et réprime le promoteur P3.
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4.2.2.3 Etude des mécanismes moléculaires impliqués dans la répression du
gene RHOH dans la leucémie a tricholeucocytes

Au laboratoire, notre équipe, en collaboration avec le Dr Carl Simon Shelley (La
Crosse, WI, USA), a mis en évidence la répression du géne RHOH dans les cellules
leucémiques de patients atteints de leucémie a tricholeucocytes. La restitution de I’expression
de RHOH contrecarre le phénotype de la maladie [223]. En déterminant des mécanismes
responsables de cette répression, nous pourrions mettre en évidence des facteurs impliqués et
en modulant leur expression, restituer 1’expression du géne RHOH dans ces cellules

tumorales.

Nous avons mis en évidence que cette dérégulation du géne RHOH dans I’HCL était
corrélée a une forte diminution des transcrits initiés en amont de 1’exon 4 par le promoteur P3
(données non montrées). Les mécanismes moléculaires responsables de cette répression
peuvent étre soit des éveénements transcriptionnels (promoteur), soit post-transcriptionnels
(stabilité des ARN messagers). Des études préliminaires du laboratoire ont montré que la
stabilité des transcrits RHOH initiés en amont de I’exon 4 (issus de 1’activité du promoteur
P3) n’est pas différente dans les cellules HCL comparés aux cellules non-HCL. Nous avons
donc ax¢é notre étude sur la régulation du promoteur P3 de RHOH dans les cellules HCL.
Notre hypothése était que I’activité de ce promoteur soit fortement inhibée dans ces cellules

conduisant a la répression du géne RHOH.

4.2.2.3.1 Etude du promoteur P3 dans les cellules de la leucémie a
tricholeucocytes

Pour I’é¢tude du promoteur P3 dans la leucémie a tricholeucocytes, nous disposions de
plusieurs lignées cellulaires modéles de cette maladie (EH, JOK1, HC1, Eskol) et de la lignée
Mo, mode¢le de la forme variante de la leucémie a tricholeucocytes (paragraphe 3.1.1.2.2, page
75). 11 s’agit d’une forme particuliecre de la leucémie a tricholeucocytes dont les
caractéristiques font qu’il est nécessaire de 1’individualiser de I’HCL. Les cellules sont
intermédiaires entre les tricholeucocytes et les prolymphocytes, mais présentent, tout comme
les cellules de I’HCL, de nombreuses extensions cytoplasmiques et un faible taux
d’expression du gene RHOH [223]. Pour mettre en évidence une modification de I’activité du
promoteur P3, nous avons transfecté les constructions plasmidiques contenant les fragments
du promoteur (décrites Figure 38, page 118) dans les cellules HCL (Figure 55, page

suivante).
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Figure 55 : Etude du promoteur P3 de RHOH dans les cellules de la leucémie a tricholeucocytes (HCL) et
des lignées non-HCL. Les constructions plasmidiques générées (détaillées Figure 38, page 118) ont été
transfectées par électroporation dans les lignées EH, JOK1, Eskol, HC1, modéles de I’'HCL et la lignée Mo,
modele du variant de 'HCL. Aprés 48 heures de culture, les cellules ont été récupérées et 1’activité promotrice
évaluée. Pour quantifier celle-ci et prendre en compte 1’efficacité de chaque transfection, un plasmide exprimant

la B-galactosidase (pRSV-BGAL) a été transfecté en présence des constructions étudiées. L’activité promotrice a
été calculée en faisant le quotient des activités enzymatiques de la luciférase et la f-galactosidase, pour chaque
échantillon et représentée par rapport au plasmide vide, dont I’activité a été fixée arbitrairement a 1. Les résultats
ont été comparés a ceux obtenus dans les cellules lymphoides B Raji, Daudi et Namalwa (Nam) et dans la lignée
épithéliale, HeLa. Les constructions contenant les fragments d’ADN les plus courts [-24/+67], [-103/+67] et [-

167/467] n’ont pas été analysées dans la lignée cellulaire Mo.
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Dans ces lignées HCL, nous avons observé des activités promotrices d’une tendance
plus faible en moyenne comparées aux activités du promoteur dans les cellules non-HCL, de
4.7 (HCL) a 8.5 unités (non-HCL). Cette diminution d’un facteur 1.8 de 1’activité promotrice
dans les lignées HCL met en évidence une répression du promoteur P3. La construction [-
236/+67] représente la séquence minimale du promoteur P3. On observe pour ce fragment des
activités pour les lignées EH, JOK1, Eskol, HC1 et Mo, respectivement de 2.5, 7.5, 4, 6 et 8
unités soit une répression de 77.3%, 31.8%, 63.6%, 45.5% ou 27.3% par rapport a 1’activité
du promoteur dans la lignée non-HCL Raji. Nous pouvons également observer que la lignée
Mo présente la méme tendance que les lignées EH, JOK1, Eskol et HC1. Ceci suggere que les
cellules leucémiques de ’'HCL ou de ’HCL-V (variant de I’HCL) sont toutes caractérisées
par une répression du promoteur P3. Celle-ci serait responsable du faible taux de transcrits

RHOH observé dans ces cellules.

Ces résultats ont également permis de supposer la présence d’un élément «cis »
activateur entre les nucléotides -380 et -583 du promoteur P3, uniquement dans les lignées EH
et JOKI, et entre -167 et -103, dans la lignée HC1. Un élément « cis » répresseur est
¢galement suggéré entre les nucléotides -167 et -236 dans cette méme lignée. Nous noterons,
d’autre part, la trés faible activité promotrice obtenue apres transfection du promoteur dans la
lignée épithéliale HeLa, ces cellules n’exprimant pas de transcrits RHOH. La comparaison des
résultats obtenus entre lignées montre que nous sommes bien en présence d’une répression du
promoteur P3 dans les cellules HCL et suggere que les ¢léments activateurs mis en évidence

sont spécifiques des cellules lymphoides B.

4.2.2.3.2 Recherche de facteurs de transcription induisant une
levée de répression du promoteur P3 dans les cellules de la
leucémie a tricholeucocytes

Puisque nous avons montré précédemment que le promoteur P3 minimal [-236/+67]
est régulé positivement par la voie du DAG dans les cellules B et plus précisément par deux
sites AP1 et par NFkB, nous avons émis 1’hypothése qu’en stimulant encore plus cette voie de
signalisation, nous pourrions lever la répression du promoteur P3 dans les cellules de la
leucémie a tricholeucocytes. Nous avons donc utilisé un analogue du diacylglycérol, le PMA,

pour activer cette voie dans les lignées HCL et en étudier I’impact sur I’activité du promoteur
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P3 [-236/+67]. En paralléle, nous avons ¢galement étudié 1’effet de I’activation de la voie
calcique par le ionophore du calcium, la ionomycine. Nous avons évalué 1’activité du

promoteur en présence de ces molécules chimiques (Figure 56, ci-dessous).

50 60
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non-HCL HCL non-HCL HCL

Figure 56 : Régulation du promoteur P3 de RHOH suite a la stimulation des voies calcique et du
diacylglycérol dans les cellules HCL et non-HCL. Aprés transfection du plasmide contenant la séquence du
promoteur P3 ou du plasmide vide dans les lignées cellulaires EH et JOK1 (JOK), les cellules ont été mises en
culture 48 heures en présence soit de DMSO (Contrdle), soit de ionomycine (SuM) (partie A), soit de PMA
(100ng/mL) (partie B). L’activité promotrice a ensuite été ¢valuée comme expliqué Figure 39, page 119. Les
résultats obtenus ont ét¢ comparés a ceux des lignées lymphoides B non-HCL (Raji et Daudi).

D’une part, ’activation de la voie calcique dans les cellules HCL par la ionomycine
induit un méme effet dans les lignées HCL EH et JOKI1 : une plus forte répression du
promoteur P3 (de 5.8 fois pour EH et 1.5 fois pour JOK1). Nous avons ¢galement observé une
diminution d’un facteur 1.7 de ’activité de P3 dans les cellules HC1. En revanche, nous
n’avons observé qu’une tendance a diminuer mais pas véritablement marquée dans les
cellules HCL Eskol (données non montrées). Compte tenu de ’état « activé » des cellules
leucémiques de la leucémie a tricholeucocytes, nous émettons 1’hypotheése que les lignées
cellulaires modeles de I’HCL utilisées dans notre étude, présentent déja une induction la voie
de signalisation calcique, méme en absence de tout stimuli extérieur. Le fait qu’une induction
encore plus importante de cette voie par I’utilisation de ionomycine entraine une répression
encore plus importante du promoteur P3 signifie que des facteurs de transcription régulés par

cette voie contrélent négativement 1’activité du promoteur P3. Nous pourrions supposer qu’au
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contraire, en inhibant cette voie par de la cyclosporine A, par exemple, nous pourrions lever

cette répression.

D’autre part, la stimulation de la voie du DAG par le PMA dans les cellules HCL
entraine une augmentation de ’activité du promoteur P3, respectivement, de 1.22 et 2.15 fois
dans les lignées EH et JOK1. Une augmentation de I’activité de P3 a également été observée
dans les lignées HCL Eskol (1.85 fois) et HC1 (1.44 fois) (données non montrées). Des
facteurs de transcription régulés par cette voie de signalisation doivent donc controler
positivement ’activité du promoteur P3 dans les cellules HCL. En modulant spécifiquement
un de ces facteurs impliqués, nous pourrions peut étre optimiser dans ces cellules cette levée
de répression observée. Comme nous pouvons aussi le voir, I’effet du PMA n’est pas
spécifique des lignées HCL et se retrouve aussi dans les lignées non-HCL. 1l semble donc que
nous ayons un mécanisme commun de régulation du promoteur P3 du géne RHOH par la voie
du DAG dans les cellules B. Il serait important de vérifier que cette levée de répression
affecte bien I’expression de la protéine dans les cellules B. Nous possédons au laboratoire
plusieurs anticorps ciblant chacun un peptide de la protéine RhoH et utilisables en Western

Blot. La mise au point de cette expérimentation est en cours au laboratoire.

Compte tenu de nos avancées sur la régulation du promoteur P3 par la voie du DAG
dans les lignées lymphoides B Raji, Daudi et Namalwa et de 1’effet obtenu par I’utilisation du
PMA (levée de répression), nous nous sommes focalisés sur la recherche de facteurs de
transcription régulés par la voie du DAG et pouvant contrdler positivement le promoteur P3
dans les cellules HCL. Nos résultats sur la régulation du promoteur P3 dans les cellules non-
HCL (Raji, Daudi et Namalwa) ont montré que les sites consensus pour APl (API#1 et
AP1#2) controlent positivement 1’activité de P3. Nous nous sommes donc intéressés au role

des deux sites AP1 dans la dérégulation de ce promoteur dans les cellules HCL.

4.2.2.3.2.1 Etude par mutageneése dirigée de I'implication des sites de fixation potentiels
pour AP1 dans la dérégulation du promoteur P3 dans ’'HCL

L’activité promotrice des 3 constructions (représentées Figure 43, page 125) dans
lesquelles les sites AP1#1 et AP1#2 ont été mutés soit individuellement soit simultanément,
ne présente pratiquement aucune variation dans les lignées HCL EH, Eskol et HCI,

comparativement au promoteur sauvage. Ces résultats suggerent que le complexe API
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n’intervient pas dans la répression du promoteur P3 du géne RHOH. Seule la construction
AAP1#1 entraine une augmentation de I’activité du promoteur P3 de 2.33 fois (de 2.54 a 5.92
unités) (Figure 57, ci-dessous). Ces résultats suggerent que le site AP1#1 intervient dans le
controle négatif du promoteur P3 dans la lignée HCL EH ; mais cependant I’effet est annulé

lors de la mutation du second site.
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Figure 57 : Etude du role des sites consensus du facteur AP1 dans la répression du promoteur P3 du
géne RHOH dans les lignées modeles de PHCL et des lignées non-HCL. Les différentes constructions
représentées Figure 38 (page 118) ont été transfectées dans les lignées cellulaires EH, Eskol et HC1. L’activité
promotrice a ensuite été évaluée comme expliqué Figure 39 (page 119). Les résultats obtenus ont été comparés
a ceux des lignées lymphoides B non-HCL Raji, Namalwa (Nam) et Daudi (déja présentées Figure 49, page

Comme nous avons montré précédemment que JunD se fixe aux sites AP1#1 et AP1#2
et réprime le promoteur P3 dans la lignée non-HCL Raji, notre hypothese est que JunD se
fixerait au site AP1#1 et réprimerait aussi le promoteur P3 dans la lignée HCL EH. Nous
avons donc tout d’abord approfondi cette étude en utilisant le dominant négatif de la famille
Jun, TAM67, et en modulant ’expression de cJun, JunB et JunD par surexpression et

invalidation par ARN interférence.
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4.2.2.3.2.2 Etude de l'implication des protéines Jun du complexe AP1 dans la
dérégulation du promoteur P3 dans la lignée HCL EH

Pour étudier le réle des membres de la famille Jun dans la dérégulation du promoteur
P3, nous avons surexprimé le dominant négatif TAM67, et évalué¢ I’influence de son
expression sur 1’activité du promoteur P3 du gene RHOH dans la lignée HCL EH (Figure 58,
ci-dessous). Nous avons observé, contrairement a la lignée cellulaire non-HCL Raji, une
faible augmentation de I’activit¢ du promoteur P3 (1.3 fois). Ces données suggerent qu’un
facteur de transcription de la famille Jun réprime légerement le promoteur P3. Ces résultats
sont corrélés a I’augmentation de 1’activité promotrice observée dans la lignée HCL EH suite

a la mutation du site AP1#1 du promoteur P3.

251 Figure 58 : Etude de la surexpression du
dominant négatif de la famille Jun,
TAMG67, sur Pactivité promotrice de P3
dans la lignée HCL EH, comparée a la
lignée non-HCL Raji. Les cellules ont été
cotransfectées par le plasmide soit vide soit

20 4

| Contréle
W TAMG7

15 1

101 exprimant TAM67 en présence du plasmide

pGL4.14[luc2/Hygro] contenant ou non la
séquence du promoteurP3 [-236/+67]. Aprés
48 heures de culture, I’activité promotrice a
été ¢évaluée comme expliqué Figure 39

(page 119).

Activité luciferase relative

RAJI

non-HCL

Pour comprendre plus précisément les événements contrélant la régulation du
promoteur P3, nous avons ensuite modulé individuellement I’expression des facteurs cJun,
JunB et JunD dans la lignée HCL EH (Figure 59, page suivante). En invalidant ou
surexprimant JunD dans cette lignée, aucune variation de 1’activité du promoteur P3 n’a été
observée, suggérant que JunD n’interviendrait pas dans la dérégulation du promoter P3 dans
la lignée HCL EH, contrairement a la lignée Raji. En invalidant cJun ou JunB, nous n’avons
pas détecté non plus de variation de I’activité du promoteur ; en revanche, la surexpression de
cJun entraine une faible répression du promoteur de 1.28 fois. Ces résultats suggérent que
cJun régulerait négativement le promoteur P3. On pourrait se demander pourquoi
I’invalidation de cJun ne conduit-elle pas a une levée de répression du promoteur P3, bien que

I’efficacité du siRNA ait été vérifiée ? Du méme fait, JunB ne pourrait-il pas également
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réprimer le promoteur ? Il serait important de surexprimer JunB et d’observer I’effet produit

sur I’activité du promoteur P3 dans la lignée HCL EH.
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Figure 59 : Etude du role de chacun des membres de la famille Jun sur Pactivité du promoteur P3 de
RHOH, par invalidation ou surexpression dans une lignée HCL, EH et la lignée non-HCL Raji. Des
siRNA ciblant JunD (4), cJun (C) ou JunB (E) et des plasmides permettant 1’expression de JunD (B) ou de cJun
(D), dont I’efficacité a été confirmée soit par RT-PCR quantitative, soit par Western Blot ont été transfectés
dans la lignée Raji. Aprés 48 heures de culture, nous avons quantifié soit le taux de transcrits RHOH par RT-
PCR quantitative (4), soit I’activité du promoteur P3 de RHOH (comme indiqué sur cette figure) (B, C, D, E). *,
p<0.05;** p<0.01.
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Les faibles variations obtenues par invalidation ou surexpression des membres de la
famille Jun dans la lignée HCL EH remettent notre hypothése en question. Pour vérifier que
nous sommes sur une bonne piste en ¢tudiant AP1 et plus précisément les facteurs de
transcription cJun, JunB et JunD, nous avons inhibé JNK par I'utilisation de SP600125 et
JNK et MEK1/2 par SP600125 combiné a U0126, dans cette lignée HCL (Figure 60, ci-
dessous). Nous avons ainsi observé, en présence de SP600125, une levée de répression du
promoteur P3 significative, de 1.57 fois, et en utilisant le SP600125 combiné a U0126, de
1.46 fois. Ces données suggerent donc que le facteur AP1 régule négativement le promoteur
P3 de RHOH dans la lignée HCL EH, résultats corrélés a ceux des mutants des sites AP1 et a
la surexpression de TAMG67. Ces résultats sont a I’opposé de ceux observés dans la lignée
Raji. Cette étude incompléte devra donc étre approfondie par surexpression de JunB ou
d’autres partenaires protéiques de la famille AP1 comme les membres de la famille Fos.
Rappelons le fait que le complexe AP1 ne régule le promoteur P3 minimal que dans la lignée
HCL EH mais pas dans les autres lignées cellulaires modeles de I’ HCL (Figure 57, page
146). Si I’on identifiait le ou les facteurs impliqués dans la lignée EH, ces derniers ne
pourraient pas servir de cible pour I’ensemble des cellules leucémiques de la leucémie a

tricholeucocytes.

- @ Contréle
uSP600125
115P600125 + U0126

Activité Luciférase Relative

Raji

non-HCL

Figure 60: Etude du roéle des
membres des familles Jun et Fos dans
la dérégulation du promoteur P3 du
géne RHOH dans la lignée HCL EH,
comparée a la lignée non-HCL Raji.
Aprés  transfection du  plasmide
contenant la séquence minimale du
promoteur P3, les cellules ont été mises
48 heures en culture en présence d’un
inhibiteur de la Jun Kinase (SP600125,
30uM) ou de SP600125 combiné a un
inhibiteur de MEK1/2 (U0126, 20uM).
L’activité promotrice a ensuite été
évaluée comme expliqué précédemment.
* p<0.05.
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4.2.2.3.2.3 Etude d’autres facteurs de transcription permettant une levée de répression
du promoteur P3 dans les lignées cellulaires HCL.

4.2.2.3.2.3.1 Etude du facteur de transcription RREB1

Nous nous sommes intéressés au facteur RREBI, puisque la mutation des sites
consensus pour ce facteur entralne une augmentation de 1’activité du promoteur P3 dans la
lignée cellulaire non-HCL Raji. Nous avons donc étudié I'effet de la mutation des sites
RREBI1#1, RREBI1#2 et RREB1#3 sur I’activit¢ du promoteur P3 de RHOH dans la lignée
HCL EH (Figure 61, ci-dessous). Contrairement a ce qui a été observé dans la lignée Raji
(pas d’effets des mutants ARREB1#1 et ARREB1#2, et une augmentation de 1’activité de P3
avec ARREB1#3), la mutation de ces sites entraine une diminution de 1’activité du promoteur
(1.65 et 1.90 fois, respectivement pour RREB1#2 et RREBI1#3). Or, si RREBI1 est bien le
facteur associ€ a ces sites, ce facteur devrait étre ici fortement activé puisque dans les cellules
HCL, la voie de signalisation de Ras est fortement stimulée [262]. Ces sites ne sont donc pas

d’un intérét immédiat pour notre étude.

20 - Figure 61: Etude du role des sites

Activité luciférase relative
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OARREB1#2
O ARREB1#3

RREBI1 (Ras Responsive Element Binding
proteinl) dans la dérégulation du
promoteur P3 du géne RHOH dans la
lignée HCL EH comparativement a la
lignée non-HCL Raji. Trois constructions
du promoteur P3 [-236/+67] ont été générées
par mutagenése dirigée de chacun des sites
de fixation pour RREBI1 (ARREBI#1,
ARREB1#2 et ARREBI1#3). Les plasmides
ainsi obtenus ont été transfectés dans les
deux lignées et I’activité promotrice évaluée
et comparée a celle du promoteur sauvage.

4.2.2.3.2.3.2 Etude du facteur de transcription NFkB

Le facteur de transcription NFkB présente également un intérét pour notre étude. En
effet, I’inhibition de son activité par un peptide bloquant entraine une diminution de 1’activité
du promoteur P3 dans la lignée non-HCL Raji (données préliminaires, Figure 62, page
suivante). Nous avons donc inhibé I’activité de NF«xB dans les lignées modeles de ’'HCL EH

et Eskol, et avons observé une augmentation de 1’activité du promoteur (respectivement 1.23
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et 2.56 fois) (données préliminaires). Dans la lignée HCL HCI1, nous avons observé au
contraire une plus forte répression du promoteur de 1.3 fois (données non montrées). Ces
résultats, quoique préliminaires, montrent que NFxB semble activer le promoteur P3 dans les
cellules HC1 et au contraire le réprimer dans les lignées EH et Eskol. Ces données mettent
¢galement en évidence une hétérogénéité des évenements moléculaires conduisant a la

répression du promoteur P3 du gene RHOH au sein des lignées cellulaires HCL.

Figure 62: Etude du role de
| Contréle NFkB dans la dérégulation du
M Inhib. NFkB promoteur P3 du géne RHOH
dans les lignées HCL EH et
Eskol, comparées aux lignées
non-HCL  Daudi et Raji.
L’activation des facteurs de Ila

w
o
|

[}
o
L

20 -

famille NFkB a été bloquée dans
les cellules lymphoides B par
I’utilisation d’un peptide bloquant
I’interaction entre NEMO et le
complexe IkB kinase. L’influence
de cette inactivation sur l’activité

Activité luciférase relative
-
o
L

du promoteur a été analysée 48
heures aprées culture.

non-HCL

Nos résultats montrent que les sites AP1#1 et AP1#2 n’interviennent pas dans un
mécanisme de répression du promoteur P3 qui serait commun a toutes les lignées cellulaires
modeles de la leucémie a tricholeucocytes. Seul le site AP1#1 semble étre impliqué dans la
régulation du promoteur P3 et cela, uniquement dans la lignée EH. Le facteur de transcription
associé¢ n’a cependant pas encore été identifié. Les sites consensus de fixation de RREBI1
semblent quant a eux intervenir dans le contrdle positif du promoteur P3 dans la lignée
cellulaire EH. Certes, ces résultats ne semblent pas engageants pour I’identification d’un
mécanisme commun de régulation de I’activité¢ de P3 dans les différentes lignées HCL. Nos
recherches ont cependant permis de montrer des résultats préliminaires intéressants et plus
prometteurs : 1’inhibition de 1’activation des facteurs de la famille NFkB semble permettre de
lever la répression de P3 dans certaines des lignées HCL ; au contraire, une répression de

I’activité de P3 est observée dans les cellules de Burkitt suite a cette inhibition. Ceci suggerait
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que la nature du facteur de la famille NFxB impliqué dans la régulation du promoteur serait

différente selon le type de lignée étudiée.

4.2.3 Etude de la régulation du gene RHOH dans les
lymphocytes T et de sa répression dans la leucémie T de
I'adulte

4.2.3.1 Etude de la régulation du géne RHOH au cours de Ilactivation
lymphocytaire

4.2.3.1.1 Activation lymphocytaire T

Dans cette seconde partie des résultats, nous avons voulu comprendre comment le géne
RHOH est régulé au cours de D’activation lymphocytaire T. La compréhension de ces
évenements nous permettrait peut étre d’identifier des mécanismes moléculaires impliqués
dans la répression de RHOH dans la leucémie T de 1’adulte, pathologie caractérisée par une
prolifération anormale de lymphocytes T et présentant I’expression de marqueurs d’activation
(comme CD69) a la surface cellulaire [263]. Pour étudier I’expression du géne RHOH lors de
I’activation lymphocytaire T, nous avons travaillé sur des lymphocytes T isolés de sang
périphérique : nous avons donc purifié les cellules mononucléées a partir de sang provenant
de donneurs volontaires sains, puis isolé par déplétion les lymphocytes T (soit 25-55% des
leucocytes). Les cellules CD3" ainsi obtenues sont un ensemble de populations T de type
CD4" T-Helper (40-60%), CD8" cytotoxique (20-30%), mémoire CD4" ou CDS8", régulatrice
ou Treg (jusqu’a 5%), Natural Killer T (jusqu’a 10%) et yOT (jusqu’a 5%). Au cours de leur
passage dans le sang, les cellules T vont interagir par leur TCR avec les cellules présentatrices
d’antigéne, par leur complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) soit de type I (CD8" avec
les cellules du corps) soit de type IT (CD4" avec les cellules dendritiques, macrophages et
lymphocytes B). C’est la formation d’une synapse immunologique qui va entrainer
I’activation lymphocytaire T [264]. Cette activation se déroule en deux étapes : la premicre,
reconnaissance entre le TCR et le CMH présentant 1’antigene ; la seconde, co-stimulation de
récepteurs a la surface des lymphocytes T comme la famille B7 dont fait partie CD28,

protéine la plus fortement stimulatrice du TCR.
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4.2.3.1.2 Expression du gene RHOH au cours de l'activation
lymphocytaire T

Pour reproduire cette activation du TCR des cellules T in vitro, plusieurs techniques

sont possibles. La premiere méthode nécessite la mise en contact in vitro de cellules
présentatrices d’antigéne (CPA) avec des lymphocytes T. Il s’agit d’une expérimentation qui
nécessite la maitrise de la culture des CPA et une reconnaissance entre les CPA et les cellules
T. Une seconde méthode consiste en 1’utilisation de billes couplées a des anticorps anti-CD3
et a des anticorps anti-CD28, récepteurs présents a la surface des cellules T et intervenant
dans la formation de la synapse immunologique [265, 266]. Pour commencer cette étude,
nous avons choisi d’étudier la régulation du gene RHOH au cours d’une cinétique d’activation
de lymphocytes T normaux, en utilisant des billes couplées a des anticorps anti-CD3 et anti-
CD28 (Figure 65, ci-dessous). En se servant de telles billes, certes, nous ne reproduisons pas
tous les signaux engagés au cours de cette synapse, mais nous en activons les voies
principales. Apres vérification de I’état activé de nos cellules par I’expression du marqueur
CD69, nous avons quantifié le taux des transcrits totaux du gene RHOH par RT-PCR
quantitative (chimie TagMan). Nous avons ainsi pu observer une expression triphasique de
RHOH : tout d’abord, une augmentation d’un facteur 5 aprés 6 heures d’activation, suivie
d’une diminution allant jusqu’a 50% en deca du contrdle a 24 heures, puis d’un retour a un

taux normal a 48 heures.

Figure 65: Etude de
P’expression du géne RHOH au
cours de P’activation
lymphocytaire T. 4. Des
lymphocytes normaux isolés du
Ubilles_antl—CDIHCDZB” sang périphérique de donneurs

b=

Lymphocytes T

£

sains ont été mis en contact,
durant 48 heures, soit avec des
billes seules, soit avec des billes
couplées a des anticorps anti-
CD3 et anti-CD28. L’expression

I du géne RHOH a été quantifiée

. - au cours de cette cinétique par

cooes e I U - RT-PCR quantitative (chimie
3 24 48

Expressbon telative dos ranscrils botaux du gene RHOH

—r

. ' ¥ TagMan). Représentation de la
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Expression de CDG9 en % au cours de l'activation lymphocytaire Au cours de la cinétique
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4.2.3.1.3 Expression du gene RHOH apres
lymphocytes T par des cytokines

stimulation des

Nous avons voulu vérifier si la variation de I’expression du géne RHOH dépendait

d’autres facteurs que la formation de la synapse immunologique. Par exemple, les

lymphocytes T-Helper naifs du sang périphérique peuvent se différencier soit en T-Helper de

type 1 en présence d’interleukine 12 et d’interleukine 18 (favorisant I’'immunité cellulaire),

soit en T-Helper de type 2 en présence d’interleukine 4 (stimulant la production d’anticorps

IgA et IgE par les cellules B) [267, 268]. Nous avons donc stimulé des lymphocytes T par de

I’interleukine 12 (10 ng/mL) et de I’interleukine 18 (100 ng/mL) durant 24 heures (Figure 66,

ci-dessous). La quantification des transcrits totaux du gene RHOH n’a pas montré de variation

d’expression au cours de cette cinétique. La fonctionnalité des cytokines a été vérifiée sur des

Natural Killer, cellules répondant a ces cytokines, et détectée par I’expression du marqueur

CD69 (données non présentées).

=

Cinétigue

Expression relative dos transciigs totsx du gane RHOM

d'activ ation

(heures)

W o

24

Lymphocytes T

[ IL12-IL18

ContrdlefIL12-IL18
153(:050) | 040165
180(+165 | B70(267)
0601400 | 19312459
0,93(+168) [ 350(x2886)
053(+065 [ 200(+191)
070(:0,14) | 220127

24

Expression de CDB9 en % au cours de l'activation lymphocytaire

Figure 66: Etude de
I’expression du gene RHOH
au cours de la stimulation
des lymphocytes T
normaux par les
interleukines 12 et 18. A.
Des lymphocytes T normaux
isolés du sang périphérique
de donneurs sains ont été mis
en culture en présence ou non
d’interleukines 12 (10
ng/mL) et 18 (100 ng/mL)
durant 24 heures.
L’expression du gene RHOH
a ¢été quantifiée au cours de
cette cinétique par RT-PCR
quantitative (chimie
TagMan). Représentation de
la moyenne de 3 expériences.
B. Au cours de la cinétique
d’activation par les
cytokines, 1’expression du
marqueur CD69 a été vérifiée
par cytométrie en flux.
Représentation de la
moyenne de 3 expériences.
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4.2.3.1.3.1 Etude des voies de signalisation régulant I'’expression du géne RHOH au cours
de I'activation lymphocytaire T

L’activation des cellules T par formation de la synapse immunologique ou par les
billes couplées a des anticorps anti-CD3 et anti-CD28, fait intervenir des molécules comme
les protéines PLCy, Vav, Sos, régulant principalement les voies calcique et du diacylglycérol
(DAG) et des facteurs de transcription tels AP1, NFkB et NFAT [269, 270]. Pour déterminer
quelles sont les voies de signalisation impliquées dans la variation d’expression du gene
RHOH au cours de I’activation lymphocytaire T, nous avons décidé d’utiliser des molécules
chimiques comme le PMA et la ionomycine, pour induire séparément chacune de ces deux
voies. Nous avons donc réalisé une cinétique de stimulation soit par le PMA soit par la
ionomycine et quantifi¢ ’expression du gene RHOH au cours du temps (Figure 67, ci-

dessous).
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Figure 67 : Etude de I’expression du géne RHOH au cours de la stimulation des lymphocytes T normaux par la
ionomycine ou le PMA (Phorbol-12-Myristate-13-Acétate). Des lymphocytes T normaux isolés du sang
périphérique de donneurs sains ont été mis en culture en présence de DMSO (DiMéthylSulOxide, contrdle négatif),
ionomycine (SpM) (4) ou PMA (100ng/mL) (C) durant 48 heures. L’expression du géne RHOH a été quantifiée au
cours de ces cinétiques par RT-PCR quantitative (chimie TagMan). L’expression du marqueur CD69 a été vérifiée par
cytométrie en flux, au cours des cinétiques d’activation par la ionomycine (B) ou par le PMA (D).
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Nous avons ainsi montré que la ionomycine induit une augmentation d’un facteur 9 de
I’expression du gene RHOH, dés 3 heures de stimulation. Le taux de transcrits décroit ensuite
pour un retour presque a la normale a 48 heures. En revanche, la stimulation par le PMA
entraine une répression, observée dés 3 heures de stimulation et se stabilisant a environ 50%
du seuil du contrdle dés 6 heures. Ces résultats suggérent que la premiére phase
d’augmentation de [’expression du gene RHOH observée au cours de [’activation
lymphocytaire T serait due a I’activation de la voie calcique et la seconde phase, responsable

de la répression de RHOH, serait majoritairement due a 1’action de la voie du DAG.

Dans nos expériences, nous avons quantifi¢ tous les ARN messagers du géne RHOH.
Précédemment, nous avons montré que des 3 promoteurs, P3 est celui qui gouverne
I’expression de ce géne dans les lymphocytes T ou B (paragraphe 4.1, page 103). Nous avons
donc voulu quantifier les transcrits spécifiques de chaque site d’initiation de la transcription
afin de déterminer si les autres promoteurs (P1 et P2) jouent un réle dans la variation
d’expression des ARN messagers totaux du géne RHOH, suite a la stimulation des voies de

signalisation du calcium et du DAG.

4.2.3.1.3.2 Expression des transcrits issus des promoteurs P1, P2 ou P3 dans les
lymphocytes T stimulés par le PMA ou la ionomycine

Nous avons réalis¢ des RT-PCR semiquantitatives et quantitatives afin d’analyser les
transcrits initiés spécifiquement par P1, P2 ou P3, a partir d’échantillons d’ADNc de
lymphocytes T stimulés soit 3 heures par de la inomycine, temps ou un pic d’expression du
géne RHOH est observé, soit 24 heures par du PMA, temps pour lequel une répression

maximale de RHOH a été décrite (Figures 68 et 69, pages 157 et 158).
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Figure 68 : Expression semiquantitative des ARN messagers du géne RHOH initiés en amont des exons 1,
2 et 4 dans des lymphocytes T cultivés en présence de PMA (24h) ou de ionomycine (3h). L’évaluation de la
présence de ces transcrits a été réalisée par PCR semiquantitative et I’utilisation des amorces décrites Figure 28,
page 104. L’expression des ARN messagers RHOH issus de D’activité du promoteur P1, P2 ou P3 et des
transcrits ABL est présentée sur cette figure. Contrairement a 1’analyse de RT-PCR analytique présentée dans la
partie 4.2.2, ici, les amorces utilisées sont identiques a celles employées dans 1’analyse de RT-PCR quantitative
(Figure suivante).

Nous montrons ainsi (Figure 68) que les transcrits initiés en amont de I’exon 2
(promoteur P2) et ceux issus du promoteur P1 sont trés faiblement exprimés comparativement

aux isoformes initiées en amont de I’exon 4 (promoteur P3).
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Figure 69 : Expression quantitative des ARN messagers du géne RHOH initiés en amont des exons 1, 2 et 4
dans des lymphocytes T cultivés 3 heures avec de la ionomycine ou 24 heures en présence de PMA. Les
lymphocytes T ont été cultivés 3 heures en présence de ionomycine (5uM) ou de DMSO, ou 24 heures en
présence de PMA (100ng/mL) ou de DMSO. L’évaluation de la présence de ces transcrits a été réalisée par PCR
quantitative et 1’utilisation des amorces décrites dans la Figure 28, page 104. L’expression des ARN messagers
RHOAH initiés en amont de I’exon 1 a été représentée en (P1), ceux initiés en amont de I’exon 2 en (P2) et les
transcrits initiés en amont de 1’exon 4 en (P3), relativement au taux des ARN messagers du géne ABL. Les
résultats ont été obtenus a partir de trois expérimentations. *, p<0.05. A. Représentation de la moyenne de 3
expériences a la méme échelle. B. Représentation de la moyenne de 3 expériences a une échelle adaptée selon la
quantité de chaque type de transcrits.

Cette figure indique que la stimulation par du PMA a 100ng/mL a tendance a diminuer
le taux de transcrits issus de P1 et P3, respectivement de 40% et 30%. Au contraire, une

augmentation des ARN messagers initiés en amont de P2 est observée (160 fois), quoique
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I’expression de ces transcrits reste trés faible comparativement a ceux issus de I’activité du
promoteur P3 (Figure 69 Partie A, page précédente). La culture des lymphocytes T en
présence de SuM de ionomycine entraine une augmentation du taux des isoformes issues de
P1 d’un facteur 1.6, de P2 d’un facteur 75 et P3 d’un facteur 4.9. L’augmentation des ARN
messagers RHOH observée aprés traitement par la ionomycine correspondrait donc a une
induction de la quantité des transcrits initiés en amont des exons 2 et 4, mais principalement
de ce dernier (Figure 69 Partie A, page précédente). La répression observée par le PMA
serait quant a elle due a la réduction du taux des isoformes issues de 1’activité¢ de P1 mais
surtout de celles issues de P3. Ainsi au cours de 1’activation lymphocytaire, les modulations
d’expression des transcrits RHOH concernent majoritairement ceux initiés en amont de 1’exon
4 et ce sont ces ARN messagers qui sont diminués dans la leucémie T de 1’adulte. Nous avons
décidé de nous focaliser sur I’étude de leur variation au cours de I’activation lymphocytaire T.
Ces modifications d’expression peuvent étre dues a des événements transcriptionnels (activité
du promoteur P3) ou posttranscriptionnels (stabilit¢ des ARN messagers). Dans un premier

temps, nous allons nous focaliser sur I’étude du promoteur P3.

4.2.3.1.4 Caractérisation du promoteur P3 du géne RHOH dans les
lymphocytes T

L’¢étude d’un promoteur n’est pas chose aisée dans des lymphocytes T isolés de sang et
manipulés le jour du prélevement. Un modele cellulaire pourrait donc faciliter cette étude.
Pour se dire étre en possession d’un modele cellulaire de I’activation lymphocytaire T, dans
notre cas, il est nécessaire que les variations de I’expression du géne RHOH soit les mémes
lors de la stimulation du modele cellulaire et lors de 1’activation de lymphocytes T normaux.
L’identification de facteurs de transcription régulant alors 1’activité du promoteur P3 dans ce

modele cellulaire devrait bien entendu ensuite étre validée dans les lymphocytes T normaux.

4.2.3.1.4.1 Mise en place du modele cellulaire Jurkat CD69-

Nous avons sélectionné tout d’abord la lignée cellulaire Jurkat détenue au laboratoire,
caractérisée par une population CD4", CD25 et CDIllc et ne présentant qu’un faible
pourcentage d’expression du marqueur CD69" (15 %) (contrairement a d’autres lignées
cellulaires T comme HSB2 ou CEM). Pour ne pas étre influencés par les cellules activées et

positives pour 1I’expression du CD69, nous avons décidé de trier la population cellulaire et de
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séparer les cellules CD69 des cellules CD69", pour ne travailler que sur des cellules non
activées. Nous avons ainsi obtenu un ensemble de cellules Jurkat CD69". Nous avons alors
stimulé ces cellules soit par du PMA (100ng/mL) soit par de la ionomycine (5uM), et avons

quantifié les transcrits totaux du géne RHOH (Figure 70, ci-dessous).
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Figure 70 : Etude de I’expression du géne RHOH au cours de la stimulation de la lignée cellulaire Jurkat triée CD69" par la
ionomycine ou le PMA (Phorbol-12-Myristate-13-Acétate). Les cellules Jurkat CD69™ ont été mises en culture en présence de
DMSO (DiMéthylSulOxide, contréle négatif) ou de ionomycine a SuM durant 24 heures. L’expression du CD69 est montrée dans
la partie B. Compte tenu du fait qu’aucune variation de 1’expression de RHOH n’a été observée a SuM, nous avons donc stimulé les
cellules Jurkat a 10 et 25uM durant 6 heures (partic A, une seule expérience). La stimulation de la lignée Jurkat par du PMA
(100ng/mL) a été effectuée durant 16 heures (partie C). Les histogrammes représentent la moyenne de 3 expériences. L’expression
du géne RHOH a été quantifiée au cours de ces cinétiques par RT-PCR quantitative (chimie TagMan). L’expression du marqueur
CD69 a été vérifiée par cytométrie en flux (partie D).

Nous avons constaté qu’un traitement par 5 et 10uM de ionomycine n’induit aucune
variation des ARN messagers RHOH, malgré 1’expression de CD69 a la surface des cellules
des S5uM de traitement (Figure 70 Partie B, ci-dessus). Nous avons poussé la concentration

de ionomycine jusqu’a 25uM. Certes, cette concentration induit une augmentation d’un
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facteur 3 du niveau des transcrits RHOH a 3 heures ; cependant, la mortalité des cellules est
alors tellement importante qu’elle remet en cause les résultats obtenus. Nous pouvons donc
conclure que la lignée cellulaire CD69™ n’est pas un bon modele d’étude pour I’activation
lymphocytaire en général, plus particulierement pour I’étude de la voie de signalisation
calcique. En revanche, les variations d’expression du géne RHOH observées dans les
lymphocytes T apres stimulation par du PMA sont retrouvées dans la lignée Jurkat CD69". En
effet, la stimulation par du PMA a 100ng/mL entraine une répression du gene RHOH des 1.5
heures jusque 16 heures avec un maximum d’inihibition (80 %) a 3 heures. Ces différences
d’expression induites par le PMA dans cette lignée sont-elles dues a la répression du

promoteur P3, comme nous 1’avons observée dans les lymphocytes T normaux ?

4.2.3.1.4.2 Expression des transcrits issus des promoteurs P1, P2 ou P3 dans la lignée
cellulaire Jurkat CD69- stimulée par le PMA

Pour valider le choix du mod¢le Jurkat CD69™ pour la suite de notre étude de régulation
du promoteur P3 par la voie de signalisation du DAG dans les cellules T, nous avons vérifié
dans ce mode¢le les variations d’expression des ARN messagers RHOH spécifiquement initiés
en amont des exons 1, 2 ou 4. Nous avons donc cultivé les cellules 3 heures en présence de
PMA, quantifié les transcrits RHOH et ainsi validé notre mod¢le (Figure 71, page suivante).
En effet, la stimulation des cellules Jurkat CD69" par le PMA entraine une diminution du taux
d’ARN messagers issus des trois promoteurs P1, P2 et P3 ; cependant, 1’activité majoritaire
est celle du promoteur P3, respectivement 20 et 41 fois plus importante que celles de P1 et de
P2 . La lignée cellulaire Jurkat CD69" peut donc étre utilisée comme modele d’étude pour la

régulation de P3 par la voie de signalisation du DAG.
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Figure 71 : Expression quantitative des ARN messagers du géne RHOH initiés en amont des exons 1, 2 et 4
dans la lignée cellulaire Jurkat CD69" cultivée en présence de PMA (100ng/mL). L ¢évaluation de la présence
de ces transcrits a été réalisée par RT-PCR quantitative. L’expression des ARN messagers RHOH initiés en
amont de I’exon 1 a été représentée en (P1), ceux initiés en amont de 1’exon 2 en (P2) et les transcrits initiés en
amont de I’exon 4 en (P3), relativement au taux des ARN messagers du géne ABL. Les résultats ont été obtenus a
partir de trois expérimentations. A. Représentation de la moyenne de 3 expériences a la méme échelle. B.
Représentation de la moyenne de 3 expériences a une échelle adaptée a la quantité de chaque type de transcrits
issus de chaucun des 3 promoteurs étudiés.

4.2.3.1.4.3 Détermination de la séquence minimale du promoteur P3 dans la lignée
cellulaire Jurkat CD69-

Pour mieux comprendre la régulation du promoteur P3 dans les lymphocytes T, nous
avons isolé la séquence minimale possédant la meilleure activité promotrice dans les cellules
Jurkat CD69". En transfectant les constructions décrites dans la premicre partie des résultats et
une construction supplémentaire, [-201/+67], dans la lignée Jurkat CD69", nous avons ainsi
mis en évidence que la construction [-167/+67] est la séquence pour laquelle un maximum
d’activité promotrice a été observée (25 unités au lieu de 15 pour les autres constructions)
(Figure 72, page suivante). Ces données montrent que dans ces cellules T le promoteur P3
minimal est contenu dans la région -167/+67 (rappelons que dans les cellules B, il s’agissait

de la région -236/+67).
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Figure 72: Etude du
promoteur P3 du géne
3 RHOH dans la lignée
cellulaire Jurkat CD69".
6 constructions utilisées
dans la partie 4.1 des
Résultats ainsi qu’une

nouvelle construction [-
15 * * 201/+67] ont été
transfectées dans les
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| mm | | | | | | été récupérées et
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4.2.3.1.4.4 Régulation du promoteur en présence de PMA dans la lignée cellulaire Jurkat
CD69-

Nous avons testé 1’activité promotrice des constructions précédentes qui a €té évaluée
dans la lignée Jurkat CD69" 3 heures apres transfection, nous avons alors observé une activité
luciférase faible. Compte tenu de la diminution du taux de transcrits initiés en amont de
I’exon 4 apres stimulation par le PMA, notre hypothése serait que le promoteur P3 soit
réprimé. Si I’activité luciférase mesurée pour P3 est déja faible sans modification des voies de
signalisation, il sera difficile de voir une différence lors de la stimulation de la voie du DAG
par le PMA. Pour palier ce probléme, nous avons généré 5 lignées Jurkat CD69™ exprimant
chacune de maniere stable une construction de promoteur, grace a la cassette de résistance a
I’hygromycine présente dans le plasmide pGL4.14[/uc2/Hygro] (utilisé pour nos
constructions), et une lignée transfectée par le plasmide vide. Pour toujours travailler sur des
cellules non stimulées, nous avons tri¢ chaque lignée stable obtenue afin d’obtenir des
populations CD69-. Nous avons ainsi pu évaluer I'impact de 3 heures de stimulation par le
PMA sur Dactivité promotrice des différents fragments du promoteur P3, en quantifiant
I’activité promotrice en fonction de I’activité de la luciférase et de la quantité de protéines
présentes dans chaque échantillon. Nous avons ensuite représenté les résultats en % du
contrdle négatif (plasmide pGL4.14[luc2/Hygro] vide dont Dactivité a été fixée a 100%)
(Figure 73, page suivante).
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Figure 73 : Etude du promoteur P3 du géne RHOH a partir des
lignées cellulaires Jurkat CD69" exprimant de maniére stable chaque
construction. Les cellules de chaque lignée cellulaire Jurkat CD69-
exprimant de manicre stable un fragement du promoteur P3 ont été
stimulées 3 heures par du PMA puis I’activité promotrice a été évaluée
(activité luciférase normalisée par la quantité de protéines présentes dans
chaque échantillon). Les résultats ont été représentés en pourcentage
d’activité du contrdle négatif (cellules exprimant chaque construction
cultivées en présence de DMSO). Les histogrammes représentent une
moyenne de 3 expériences.

Nous avons ainsi observé au maximum une diminution de I’activité promotrice de 20%
et ceci pour la construction -583/+67. Nous suggérons donc qu’un site potentiel pour un
facteur de transcription sensible a la voie du DAG soit situé principalement entre les
nucléotides -583 et -380, en regard du site d’initiation de la transcription situé¢ en amont de
I’exon 4. Par une approche bioinformatique, nous avons étudié¢ cette séquence [-583/-380] et
mis en évidence 1 site potentiel pour la fixation de NFkB dont la séquence consensus est
GGGA/GNNT,cT,cCC, 1 site pour le facteur GATA dont la séquence est AsGATAA/G, et
environ 10 sites pour le facteur C/EBP (CCAAT/Enhancer Binding Protein) interagissant avec
la séquence consensus TTGGCGAA. Ces facteurs de transcription sont régulés et activés par
la voie du DAG et se présentent comme des régulateurs négatifs potentiels du promoteur P3
dans les cellules T. En effet, il a été décrit que les facteurs NFkB, GATA et C/EBPJ sont des
répresseurs transcriptionnels des genes TNFA, CBFB et de la transcription du virus de
I’Hépatite B, respectivement [271-273]. Ces facteurs pourraient donc réprimer le promoteur

P3 du géne RHOH dans la lignée lymphoide T Jurkat.
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4.2.3.1.4.5 Régulation du promoteur P3 par stimulation par la ionomycine dans les
lymphocytes T normaux

Puisque la lignée cellulaire Jurkat CD69 ne peut étre un modele d’étude de la
régulation du promoteur P3 dans les cellules T suite a ’activation de la voie calcique par la
ionomycine, nous avons entrepris d’étudier le promoteur P3 dans les lymphocytes T. Nous
avons donc transfecté les lymphocytes T avec 8 différentes constructions et mis en culture les
cellules en présence de ionomycine. Trois heures apres, I’activité promotrice a été évaluée
pour chaque construction (Figure 74, ci-dessous). Bien qu’il s’agisse de résultats
préliminaires, nous avons observé une augmentation de 1’activité de la région [-236/+67] suite
a I’activation de la voie calcique, suggérant la présence d’un élément régulateur entre les
nucléotides [-236/-201]. Nous avons effectu¢ une analyse bioinformatique de cette région et
nous avons observé deux sites pour les facteurs de transcription GATA et SRY, activés suite a
la stimulation de la voie calcique [274, 275] (Figure 75, page suivante). Ces sites pourraient
donc étre des ¢léments cis régulateurs du promoteur P3 au cours de la stimulation
lymphocytaire T. En effet, les facteurs de transcription GATA et SRY sont impliqués dans la
régulation positive de la transcription des genes /L4, IL13, IL5 (GATA). Ils pourraient donc
réguler positivement le promoteur P3 dans les lymphocytes T dans lesquels la voie calcique a

été activée.

Figure 74 : Etude
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préliminaire de Dactivité du
promoteur P3 du gene RHOH
dans les lymphocytes T
normaux cultivés en présence
de ionomycine (une seule
expérience). Aprés isolement,
les cellules T ont été
cotransfectées par chacune des
constructions du promoteur P3
et du plasmide pRSV-fgal, puis
mis 3 heures en culture en
présence de ionomycine (S5pM).
L’activité promotrice a ensuite
été évaluée comme décrit dans
la Figure 73, page précédente.
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.23 <RY GATA  _3p1
GAAACATAGTCTCGGAGTAGGGTGGEEGATARATT

Figure 75 : Analyse bioinformatique de la région -236/-201 du
promoteur P3 du géne RHOH. La séquence a été ¢tudiée par les
programmes TFSearch et Match-P pour la recherche de sites de
fixation de facteurs de transcription.

En résumé, nos recherches nous ont donc permis de montrer que le géne RHOH est
induit pendant les 6 premicres heures de 1’activation lymphocytaire T, puis qu’il est réprimé
pour retourner a un niveau basal d’expression. Ces variations correspondent principalement a
une modification de la transcription des ARN messagers initiés en amont de 1’exon 4, ¢’est-a-
dire ceux issus de I’activité du promoteur P3. L’augmentation de ces transcrits dans les
lymphocytes T est mimée par ’activation de la voie calcique et semble étre la conséquence de
la modulation de I’activité de facteurs de transcription régulés par cette voie, dont les motifs
sont présents entre les nucléotides -236 et -201 du promoteur P3 du gene RHOH. Nos données
suggerent également que la répression des isoformes initiées en amont de 1’exon 4 dans la
lignée lymphoide T Jurkat, suite a 1’activation de la voie du DAG, serait le résultat de
I’activité de facteurs de transcription régulés par cette voie et dont les motifs sont présents
entre les nucléotides -583 et -380. La nature des protéines régulatrices impliquées n’a pas

encore ¢té déterminée a ce jour.

4.2.3.2 Etude des mécanismes moléculaires impliqués dans la répression du
géne RHOH dans la leucémie T de I'adulte

Au laboratoire, notre équipe, en collaboration avec le Dr Carl Simon Shelley (La
Crosse, WI, USA) a mis en évidence la répression du géne RHOH dans les cellules
leucémiques de certains patients atteints de la leucémie T de 1’adulte et plus particuléerement
dans les lignées cellulaires modéles de I’ATL (données du laboratoire). La restitution de
I’expression de RhoH dans les cellules de la leucémie a tricholeucocytes contrecarre le
phénotype de la maladie [223]. Nous avons donc exprimé de maniére ectopique RhoH dans la
lignée cellulaire ATL KK1. Les conséquences phénotypiques de cette restitution d’expression

sont en cours d’analyse au laboratoire. En parallele, nous avons voulu comprendre les
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mécanismes responsables de cette répression de RHOH dans la leucémie ATL.
L’identification des facteurs impliqués et la modulation de leur expression pourrait nous

permettre de restituer 1’expression du géne RHOH dans ces cellules tumorales.

Nous avons récemment mis en évidence que cette régulation négative du gene RHOH
dans I’ATL était corrélée a une forte diminution des transcrits initiés en amont de 1’exon 4,
par le promoteur P3 (données non montrées). Les mécanismes moléculaires responsables de
cette répression peuvent étre soit des événements transcriptionnels (promoteur), soit post-
transcriptionnels (stabilit¢ des ARN messagers). Nous avons axé notre étude sur la régulation
du promoteur P3 de RHOH dans les cellules ATL. Notre hypothése était que 1’activité de ce
promoteur soit fortement inhibée dans ces cellules, conduisant a la répression du géne RHOH.
Pour I’étude du promoteur, nous avons choisi la lignée cellulaire KK1 comme modéle de la
leucémie T de I’adulte. Pour mettre en évidence une modification de 1’activité du promoteur
P3, nous avons voulu transfecter dans la lignée KK1 des constructions plasmidiques de P3
détenues au laboratoire (décrites Figure 38, page 118). Pour débuter ces expériences, nous
avons voulu avoir une idée de la répression du promoteur P3 en considérant les séquences les
plus longues de celui-ci. Il s’agit des fragments ([-1519/4245], [-583/4245] et [-583/+67
(Figure 76, ci-dessous). En paralléle, nous avons transfecté ces mémes constructions dans la
lignée lymphoide T Jurkat, caractérisée par une expression plus forte de RHOH, afin de
vérifier la spécificité d’éventuelles variations de 1’activité promotrice observées dans la lignée

KKI.

a5 - Figure 76 : Etude du promoteur
P3 de RHOH dans la lignée
20 . Jurkat cellulaire KK1, modéle de la
2 OKK1 leucémie T de I’adulte comparée a
% 55 une lignée lymphoide T controle,
= Jurkat. Les séquences indiquées [-
@ 20 583/+67], [-583/+245] et [-
i:"_;’ 1519/4245] contenues dans le
g 15 - plasmide pGl4.14[luc2/Hygro]
o (détaillées Figure 38, page 118) ont
S 101 été transfectées dans les lignées
E Jurkat et KK1 par électroporation.
51 Aprés 48 heures de culture, les
0 cellules ont ¢été récupérées et
' ' '| Dactivité promotrice évaluée comme
Vide -583/+67 -583/+245 -1519/+245 —
expliquée Figure 39, page 119.
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Dans la lignée ATL KK1, nous avons observé des activités promotrices identiques a
celles observées dans la lignée non-ATL Jurkat, de 15 ([-1519/4+245]) a 25 unités (-
583/4+67]). Cette absence de différence est certainement due au fait que nous n’ayons pas
¢tudié I’ensemble des constructions plasmidiques du promoteur P3. Il serait intéressant
d’étudier D’activité promotrice des séquences [-24/+67], [-103/+67], [-167/+67], [-236/+67]
dans ces deux lignées (KK1 et Jurkat). Rappelons que I’activité promotrice maximale dans la
lignée Jurkat a été observée pour la construction [-167/+67]. La répression du promoteur P3
dans la lignée ATL est peut étre donc visualisable avec cette séquence. Nos résultats nous
permettent tout de méme de mettre en évidence que les séquences comprises entre les
nucléotides -1519 et -583 et entre +67 et +245 contiennent des motifs répresseurs. En effet,
une diminution d’environ 20% est observée entre les activités promotrices des constructions [-
583/+67] et [-583/4+245]. De méme, une diminution de 25% est observée entre les activités
promotrices des constructions [-583/+245] et [-1519/+245]. Si nous comparons les activités
promotrices de ces constructions plasmidiques de P3 dans les lignées KK1 et Jurkat a celles
obtenues dans les cellules lymphoides B, nous observons des similarités : des ¢léments

répresseurs de la transcription sont présents entre les nucléotides [-1519/-583] et [+67/+245].

4.3 Identification de potentielles nouvelles cibles de RhoH
dans les cellules lymphoides B et T

4.3.1 Recherche de nouvelles cibles potentielles de la
protéine RhoH dans les cellules [ymphoides B
Récemment, il a été montré que dans des cellules proB murines, RhoH régule
négativement la prolifération cellulaire dépendante de I'IL3 [200]. Les mécanismes
signalétiques font intervenir la voie JAK/STAT : D’invalidation de RhoH entraine une
activation de STATS et sa surexpression augmente 1’activation de STAT1 et I’expression du
récepteur a I’IL3 a la surface cellulaire. Au laboratoire, nous disposons d’un mod¢le cellulaire
(JOK-1) caractérisé par une faible expression du géne RHOH. Ce mod¢le a été précédement
utilisé par notre équipe, en collaboration avec le Dr Carl Simon Shelley, pour I’étude du rdle
physiopathologique de RhoH dans la leucémie a tricholeucocytes. L’expression de RhoH a été
restituée de manicre ectopique dans ce modele cellulaire, entrainant une diminution de la
prolifération, de I’adhésion et de la migration cellulaires [223]. La restitution de cette

expression contrecarre également le phénotype leucémique dans un modele murin de
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xénogreffe, en réduisant la taille des tumeurs, la splénomégalie et en augmentant la survie des
souris. Le mécanisme signalétique par lequel la protéine RhoH agit dans ces cellules n’a pas
encore €té établi a ce jour. Compte tenu des caractéristiques du modele JOK-1, nous avons
tenté de mettre en évidence les voies de signalisation modulées par 1I’expression de la protéine
RhoH dans ces cellules lymphoides B. Pour avoir une vue d’ensemble de ces modifications,
notre équipe a réalisé une comparaison de I’expression des genes dans ce modele cellulaire
(JOK-1) exprimant stablement la protéine RhoH exogene (JOK-RhoH) ou ne I’exprimant pas

(JOK-Controle) (cellules tranfectées par le plasmide vide).

4.3.1.1 Analyse transcriptomique suite a la restitution de l'expression de
RhoH dans la lignée lymphoide B JOK-1

Cette analyse transcriptomique a ¢té effectuée par la Plateforme AGILENT-
AFFYMETRIX de la Plateforme de Génomique, Protéomique et Bioinformatique de 1’Institut
de Médecine Prédictive et de Recherche Thérapeutique-Institut Fédératif de Recherche 114.
Les puces ont été hybridées par Sabine Quief et Céline Villenet, et les analyses effectuées par
le Dr Jean-Pierre Kerckaert et le Dr Martin Figeac. Nous avons ainsi obtenu une liste de genes
pour lesquels une variation de la transcription a été statistiquement observée, avec une valeur
de p < 0.05, dans les cellules JOK-RhoH comparativement aux cellules JOK-Controle. Une
liste de plus de 300 genes présentant une variation d’expression d’un facteur 1.5 au minimum
entre les lignées a €té obtenue par cette analyse. Compte tenu des travaux récemment publiés,
nous avons regardé dans cette liste si des variations de la voie JAK-STAT étaient observées
dans nos expériences. Nous avons ainsi vu a notre tour que la restitution de 1’expression de
RhoH dans notre mode¢le entraine une augmentation du taux de transcrits du géne du récepteur
a de I’IL3, résultats en accord avec la récente publication évoquée plus haut, page précédente.
En relation avec la voie JAK-STAT, la transcription du gene CD127 (ou récepteur a I’IL7) est
¢galement induite en présence de RhoH. Au laboratoire, nous avons tenté de mettre en
¢vidence de potentielles nouvelles cibles de RhoH, grace a notre analyse transcriptomique.
Treize génes ont été sélectionnés sur la base de leur variation d’expression et de leur role dans
certaines voies de signalisation : soit RhoH induit une augmentation de leur expression (génes
GAS7, RAMPI, C/EBPB, NMU et PRKCA), soit au contraire ils sont réprimés par RhoH
(génes GPR30, CASP1, KYNU, MARCHI, CSFIR, BCHE, SAMSNI et FCRL?2) (Figure 63,

page suivante).
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. JOK-RhoH vs L .

Géne JOK-Contréle Description Accession Locus
GAST 5.44 Growth Arrest-Specific 7 NM_201433.1 17p131
RAMP1 4.73 Receptor (G protein-coupled) Actiity Modifying Protein 1 NM_005855_2 2q36-g37 1
C/EBFB 1.98 CCAAT/Enhancer Binding Protein (C/EBP), Beta NM_005194.2 20g13.1
MMU 1.7 MNeuromedin U MNM_006681.2 4q12
PRKCA 1.56 Protein Kinase C, Alpha NM_002737 17q22-q23.2
GPR30 0.47 G Protein-coupled Receptor 30 NM_001039966.1  7p22.3
CASP1 0.47 Caspase 1, apoptosis-related cysteine peptidase NM_033292 2 11g23
KYMNU 0.36 Kynureninase (L-kynurenine hydrolase) NM_003937.2 2q22.2
MARCH1 0.34 Membrane-Associated Ring finger (C3HC4) 1 NM_001136373.1 49323
CSF1R 0.34 Colony Stimulating Factor 1 Receptor MNM_005211.3 5g33-g35
BCHE 0.33 Butyrylcholinesterase NM_000055_2 3q26.1-g26.2
SAMSNA1 0.32 SAM domain, SH3 domain and Nuclear localization signals 1 NM_022136.3 21911
FCRL2 0.21 Fc receptor-like 2 NM_030764.3 1921

Figure 63 : Liste de 13 génes présentant une variation d’expression induite par la protéine RhoH dans les
cellules HCL JOK-1. Les ARN totaux isolés de deux couples de lignées lymphoides B JOK-RhoH et JOK-
Controle ont été analysés sur puces a ADN Human Whole Genome Agilent 44K sur lesquels sont fixés des
oligonucléotides 60-mer, aprés amplification, marquage, fragmentation, hybridation et lavage, étapes
recommandées par le protocole Two-Color Microarray-Based Gene Expression du fournisseur (Agilent
technologies). Les puces ont été analysées en « flip-flop » par un scanner Agilent DNA Microarray G2505B.
Les données d’expression ont été extraites par le logiciel Feature Extraction (version 9.1.3.1) et traitées par le
programme GeneSpring version 7.3 (Agilent Technologies). Les analyses statistiques ont été effectuées selon le
student t-test, les valeurs obtenues sont significatives avec une valeur de p inférieure a 0.05.

4.3.1.2 Etude de l'expression des génes GAS7, RAMP1, PRKCA, CASP1, KYNU,
GPR30 et SAMSN1 dans la lignée cellulaire Raji ou la protéine JunD a

été soit invalidée, soit surexprimée
Pour vérifier le role de RhoH sur la régulation de ces genes, nous avons utilis¢ un
second modele cellulaire : la lignée Raji, dans laquelle nous avions soit invalidé le facteur de
transcription JunD, ceci entrainant une augmentation de I’expression de RHOH, soit
surexprimé cette protéine, ceci induisant une diminution des transcrits RHOH. Bien que nous
n’ayions pas encore pu vérifier la variation du taux d’expression de la protéine RhoH dans ces
conditions, nous avons évalué la quantité des ARN messagers dans ces cellules pour certains
des treize geénes précédemment sélectionnés, dans 1’objectif de trouver des variations

communes aux deux mode¢les Raji et JOK1 (Figure 64, page suivante).
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Figure 64 : Représentation du pourcentage de ’expression des génes GAS7, RAMPI1, PRKCA, CASPI,
KYNU, SAMSNI et GPR30 dans les cellules JOK-1 exprimant la protéine RhoH de maniére exogéne
(JOK-RhoH) comparées aux cellules JOK-Controle, et dans la lignée cellulaire Raji dans laquelle le
facteur de transcription JunD a été soit invalidé, soit surexprimé. Les variations d’expression de ces génes
observées dans les cellules JOK-RhoH comparées aux cellules JOK-Controle par I’analyse sur puces a ADN
(Figure 63, page précédente) ont été représentées en pourcentage du controle sur ces graphiques. Dans les
cellules Raji, le facteur de transcription JunD a été invalidé par transfection d’un ARN interférent (en paralléle
avec un ARN interférent contrdle) ou ce facteur JunD a ét€ surexprimé dans ces méme cellules par transfection
du plasmide pRSV-hJD (en paralléle avec le plasmide vide contrdle) (Figure 46, page 129). Apres 48 heures de
culture, ’expression des génes GAS7, RAMPI, PRKCA, CASP1, KYNU, SAMSNI et GPR30 a été quantifiée.
Les résultats ont ¢té représentés en pourcentage d’expression du contrdle pour chaque condition. Il s’agit de
données préliminaires obtenues d’une seule transfection soit de siARN ciblant JunD, soit de JunD ; hormis pour
la quantification de PRKCA et RAMP]I réalisée pour deux expériences de transfection.
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Rappelons les résultats observés précédemment : I’invalidation de JunD dans les
cellules Raji entraine une augmentation du taux de transcrits RHOH et a D'inverse, la
surexpression de ce facteur de transcription dans ces cellules conduit a une diminution
d’expression des transcrits RHOH. Nous disposons donc de deux modeles : le premier est la
lignée JOK-1 ou I’expression de RhoH a été restituée, le second la lignée Raji ou le niveau
d’expression des transcrits RHOH a été soit augmenté (par invalidation de JunD), soit
diminué (par surexpression de JunD). L’identification d’une cible potentielle de la protéine
RhoH dans ces cellules B est conditionnée par 1’observation d’une variation similaire de ce
geéne a la fois dans les cellules JOK-RhoH et dans les cellules Raji transfectées par un siARN
ciblant les transcrits JUND. A D’inverse, nous devrions observer une variation opposée dans
les cellules Raji ou la protéine JunD a été surexprimée. L’analyse de 1’expression des genes
GAS7, RAMPI1, PRKCA, CASP1, KYNU, SAMSNI dans ces deux mode¢les (JOK-RhoH et
Raji-siARN JunD) nous a permis d’observer des variations comparables pour deux les geénes :
PRKCA et RAMPI. Le taux des ARN messagers du gene RAMPI est augmenté de 4.73 et de
1.89 fois, respectivement, dans les cellules JOK-RhoH et les cellules Raji transfectées par un
siARN ciblant JUND. Malgré le fait que nous n’ayons pas encore pu quantifier les transcrits
de ce gene dans les cellules Raji ou la protéine JunD a été surexprimée, ces résultats
préliminaires suggerent que RAMPI pourrait étre un effecteur potentiel de RhoH. D’autre
part, une induction d’un facteur 1.76 du taux des transcrits PRKCA est obtenue dans les
cellules Raji ou JunD a été invalidée, valeur proche du facteur 1.56 observé dans les cellules
JOK-RhoH. De plus, I’expression ectopique de JunD dans la lignée cellulaire Raji entraine
une diminution d’un facteur 2.27 de D’expression des ARNm de PRKCA. Ces données
préliminaires semblent indiquer que les génes RAMP]I et plus particulierement PRKCA sont

des cibles potentielles de la protéine RhoH, dans les cellules lymphoides B [11].

4.3.2 Recherche d’effecteurs protéiques de RhoH dans les
lymphocytes T

Pour les lymphocytes T, il a ét¢ montré que RhoH joue un role important dans

I’activation du TCR : elle régule la fonction de Lck, la phosphorylation de ZAP70, LAT et de

PLCyl. Dans d’autres conditions, elle inhibe NFxB, I’activation de p38, Racl, RhoA et

Cdc42. Nous disposons au laboratoire d’un mod¢le cellulaire de lymphocytes T exprimant
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faiblement le géne RHOH (lignée KK1). Dans notre équipe, ces cellules ont été utilisées pour
générer soit une lignée exprimant de maniere stable la protéine RhoH (cellules KK1
transfectées par le plasmide pMEP-RhoH et appelées KK 1-RhoH), soit une lignée controle
similaire a la parentale et exprimant un taux faible de RhoH (cellules KK1 transfectées par le
plasmide vide pMEP4 et appelées KK 1-Contrdle) (mémes plasmides que ceux utilisés dans la
lignée JOK-1 [223]). L’analyse de I’expression de 1’ensemble des genes dans ces cellules
pourrait nous aider a identifier de nouvelles voies de signalisation modulées en présence de

RhoH et ainsi des cibles potentielles de cette protéine.

4.3.2.1 Analyse transcriptomique suite a la restitution de l'expression de
RhoH dans la lignée lymphoide T KK1

Apres avoir généré, en collaboration avec le Dr Carl Simon Shelley les deux lignées
cellulaires KK1 exprimant ou non la protéine RhoH, I’équipe a mis en place une analyse
transcriptomique de ces dernieres, qui a ¢été effectuée par la plateforme AGILENT-
AFFYMETRIX de la plateforme de Génomique, Protéomique et Bioinformatique de 1’Institut
de Médecine Préventive et de la Recherche Thérapeutique — Institut Fédératif de Recherche
114. Les lames ont été hybridées par Sabine Quief et Céline Villenet, et les analyses
effectuées par les Drs Jean-Pierre Kerckaert et Martin Figeac. Nous avons ainsi obtenu une
liste de genes pour lesquels une variation d’expression a €té statistiquement observée, avec
une valeur de p < 0.05, dans les cellules KK1-RhoH comparativement aux cellules KK1-
Controdle. Une liste de 130 genes présentant une variation d’un facteur minimum de 1.5 fois a
été obtenue par cette analyse. Compte tenu du role de RhoH dans I’activation de la voie du
TCR, nous avons porté notre attention sur des genes présentant des variations d’expression en
présence de RhoH et impliqués dans la voie de signalisation du TCR, la voie calcique, dans
I’expression de cytokines, de chémokines et de leurs récepteurs et dans la voie du TNF
(Figure 77, page suivante). Nous avons également observé une variation d’expression de
certains geénes de récepteurs couplés aux protéines G et de facteurs de transcription, tel Runx1
(Figure 77, page suivante). D’autres geénes, comme MAGEB2, PASDI, SLA, SH2DIB,
MAGEA9, LPHN3, BCHE, CFHRI1, IQCG, présentent chacun une importante modulation de
leur expression induites par RhoH. C’est pour cette raison que nous les avons également

¢tudiés (Figure 77, page suivante).
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Géne KK1-RhoH vs KK1-Contréle, n=2  Description Accession Locus
Voie du TCR

LAT 251 linker for activation of T cells, transcript variant 1 MNM_014387 16p11.2
PLCG2 249 phospholipase C, gamma 2 (phosphatidylinositol-specific) NM_002661 16q23.3
Voie calcique

NMU 7.64 neuromedine U NM_006681 4q12
CAMK2ZN1 1.61 calcium/calmodulin-dependent protein kinase Il inhibitor 1 NM_018584 1p36.12
CAMK2ZD 0.66 calcium/calmodulin-dependent protein kinase (CaM kinase) Il delta, NM_001221 4q26
CAMK1D 057 calcium/calmodulin-dependent protein kinase |D, transcrit variant 2 NM_153498 10p13
Cytokines

IL16 35 interleukine 16 (facteur chémoattractant), transcrit variant 1 NM_004513 15g251
L4 2.73 interleukine 4, transcrit variant 1 NM_000589 5311
IL26 0.37 interleukine 26 NM_018402 12q15
IL13 0.14 interleukine 13 NM_002188 5g311
IL23A 0.1 interleukine 23, sous-unité alpha p19 NM_016584 12q13.2
Chémokines

CCL23 0.55 chemokine (C-C motif) ligand 23. transcrit variant CKbetag-1 MNM_005064 17g12
CCL4 0.51 chémokine (C-C motif) ligand 4, transcrit variant 1 NM_002984 17q12
CCL3 0.51 mRMNA for pLD78 peptide, complete cds D00044 17q12
ccL1 0.15 chémokine (C-C motif) ligand 1 NM_002981 17q12
Récepteurs aux chémokines

CCRL2 2.88 chémokine (C-C motif) récepteur-like 2 MNM_003965 3p21.31
CCRS 0.49 chémokine (C-C motif) récepteur 5 NM_000579 3p21.31
CXCRT 041 chémokine (C-X-C motif) récepteur 7. transcrit variant 2 MNM_020311 20373
CCR4 0.29 chémokine (C-C motif) récepteur 4 NM_005508 3p22.3
Voie du TNF

LTA 0.36 lymphotoxine alpha (superfamille du THNF, member 1) MNM_000595 6p21.33
TNF 0.20 tumor necrosis factor (superfamille du TMF, member 2) NM_000594 6p21.33
Récepteurs couplés aux protéines G

GPR84 0.44 Récepteur 84 couplé aux protéines G NM_020370 12q13.13
GPR56 0.38 Récepteur 56 couplé aux protéines G, transcrit variant 3 NM_201525 16q13
GPR30 0.35 Récepteur 30 couplé aux protéines G, transcrit variant 2 MNM_001505 Tp22.3
GPR171 0.24 Récepteur 171 couplé aux protéines G NM_013308 3g251

Facteurs de transcription

runt-related transcription factor 1 (acute myeloid leukemia 1; aml1

RUNX1 1.80 oncogene), transcript variant 2 NM_001001890 21q22.12
Les 9 plus grandes variations

MAGEB2 28.04 melanoma antigen family B, 2 NM_002364 Xp21.2
PASD1 15.23 PAS domain containing 1 NM_173493 Xq28
SLA 12.49 Src-like-adaptor, transcript variant 3 MNM_006748 8g24 22
SH2D1B 1245 compléter

MAGEA9 12.33 melanoma antigen family A, 9 NM_005365 Xq28
LPHN3 0.08 latrophilin 3 NM_015236 4g131
BCHE 0.08 butyrylcholinesterase MNM_000055 3g26.1
CFHR1 0.06 complement factor H-related 1 NM_002113 1931.3
1QCG 0.04 |Q motif containing G NM_032263 3q29

Figure 77 : Liste de génes dont ’expression varie en présence de la protéine RhoH dans les cellules KK1.
Les ARN totaux isolés de deux couples de lignées lymphoides T KK1-RhoH et KK1-Contréle ont été analysées
comme décrit dans la Figure 62, page 157. Les analyses statistiques ont été effectuées selon le student t-test, et
les valeurs obtenues sont significatives avec une valeur de p inférieure a 0.05.

4.3.2.2 Etude de I'expression de ces génes dans des lymphocytes T activés

Pour vérifier le role de RhoH sur la régulation de ces geénes, nous avons utilisé un
second mod¢le cellulaire : des lymphocytes T de sang périphérique stimulés durant 3 heures
par 5 uM de ionomycine. Ce traitement les active, entrainant une augmentation du taux de

transcrits RHOH. Bien que nous n’ayions pas encore pu confirmer la variation d’expression
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de la protéine dans ces cellules T stimulées par la ionomycine, nous avons tout de méme
utilisé ce modele d’activation pour évaluer I’expression de nos genes d’intérét soit par RT-
PCR quantitative, soit en quantifiant le taux de protéines correspondantes, cette derniére
approche nous permettant de nous rapprocher de I’état fonctionnel du géne dans la cellule.
Nos attentes étaient d’identifier des variations d’expression similaires dans les deux mod¢les
(KK1-RhoH et lymphocytes T activés) et de mettre ainsi en évidence de potentielles nouvelles
cibles de RhoH. Ce travail est une étude préliminaire : les résultats obtenus seront a valider

par la suite, afin de confirmer la véracité de nos hypothéses.

4.3.2.2.1 Analyse de la voie du TCR

RhoH intervient positivement dans ’activation du TCR en interagissant directement
avec les protéines ZAP70 et Lck et en régulant Iactivité de LAT et PLCG2 (paragraphe
page). Dans notre modele KK1-RhoH, les taux des transcrits des génes LAT et PLCG2 sont
augmentés, respectivement d’un facteur de 2.51 et 2.49. Aucune quantification n’a pu étre
effectuée au laboratoire pour ces deux genes. Cependant, au laboratoire, nous disposions d’un
anticorps ciblant la protéine ZAP70 humaine. Compte tenu des variations d’expression des
génes LAT et PLCG2 impliqués dans la voie du TCR, en présence de RhoH, le taux de ZAP70
pourrait peut étre également étre modulé. Nous avons donc effectué une détection
immunologique de cette protéine. Une faible variation de ZAP70 a été observée dans les
cellules KK1 alors que nous notons une diminution importante de celle-ci dans les
lymphocytes T stimulés 3 H par la ionomycine (Figure 78, page suivante). Aucune
phosphorylation de ZAP70 n’a été détéctée dans les deux modeles. Les effets observés ne sont
donc pas comparables dans ces deux systemes cellulaires. Nos résultats confirment donc
I’analyse transcriptomique, au cours de laquelle aucune variation marquée de ZAP70 n’a été
mise en évidence en présence de RhoH dans les cellules KK1. Dans ces conditions, RhoH
n’interviendrait que trés peu dans les mécanismes de régulation d’expression de la protéine
ZAP70 dans les cellules lymphoides T. L’importante diminution du taux de ZAP70 dans les
lymphocytes T stimulés par la ionomycine pourrait étre la conséquence de I’influx calcique

dans les cellules.

Il nous reste donc a confirmer les variations observées pour les génes LAT et PLCG2

dans les deux modeles pour montrer si RhoH agit sur I’expression de ces deux protéines.
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Figure 78 : Expression protéique de ZAP70 et détection de sa phorphorylation dans les lignées KK1-
Controle et KK1-RhoH et dans les lymphocytes T cultivés 3 H en présence soit de DMSO, soit de
ionomycine (SpM). La protéine ZAP70 et sa phosphorylation ont été détectées en utilisant la technique de
Western Blot a partir de 30pg de lysats protéiques totaux des cellules étudiées. L’actine B a également été
visualisée et est utilisée comme contréle de la quantité protéique des échantillons déposés. Les expériences ont
¢été produites a partir de deux couples de cellules. La quantification sur gel a été réalisée et présentée a droite de
la figure. Les histogrammes représentent les valeurs de l’expérience montrée ici et correspondent aux
pourcentages d’expression de la protéine ZAP70 normalisée par la quantité d’actine B et par rapport aux
contrdles (mis a 100%).

4.3.2.2.2 Analyse de la voie calcique

L’expression ectopique de RhoH dans la lignée cellulaire KKI1 entraine une
modulation de ’expression de NMU (de 7.64), CAMK2NI (1.61), CAMK2D et CAMKID
(0.66 et 0.57, respectivement) (Figure 77, page 174). NmU est un neuropeptide ayant un role
immunomodulateur et pro-inflammatoire. Il est exprimé¢ par les monocytes et les cellules
dendritiques alors que son récepteur est retrouvé a la surface des cellules T et NK [276].
L’activation des récepteurs de NmU par ce dernier entraine un influx calcique dans les
lymphocytes T, suivi de la synthese et la sécrétion des interleukines 4, 5, 6, 10 et 13 dans ces
mémes lymphocytes [277]. CAMK 1D et CAMK2D sont les chaines & des Ca*"/Calmodulin-
dependent protein Kinases 1 et 2, respectivement : il s’agit de sérine/thréonine kinases
régulées par le complexe Ca**/Calmoduline, impliquées dans la transduction du signal de la
voie calcique par activation de RacGEFs telles BPIX et Tiaml [278]. CAMK2NI est un

inhibiteur de la CAMKZ2, interagissant avec la chaine B de cette derniére.

L’expression des genes CAMK2D et NMU a été vérifiée dans nos deux modeles T, soit
en visualisant le taux et I’activation de la protéine CAMK2 par immunodétection, soit par RT-

PCR quantitative pour NMU (Figure 79, page suivante).
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Figure 79: Analyse de I’expression
protéique de CAMK2 et de sa
phorphorylation en Tyr231, ainsi que du
taux de transcrits du géne NMU dans les
lignées KK1-Contrdole et KK1-RhoH et
dans les lymphocytes T cultivés 3 H en
présence soit de DMSO, soit de
ionomycine (5SpM). 4. La protéine CAMK2
et CAMK2 phosphorylée ont été détectées
comme décrit Figure 78, page précédente.
Les  histogrammes  représentent la
quantification sur gel de ces expressions
obtenues de 2 expériences et correspondent
aux pourcentages d’expression de la
protéine CAMK2 (Partie A, gauche) ou
CAMK?2 phosphorylée (Partie A, droite)
normalisée par la quantité d’actine B et par
rapport aux contrdles (mis a 100%). B.
L’évaluation des transcrits du géne NMU
dans les lymphocytes T a été effectuée par
RT-PCR quantitative. L’expression des
transcrits a ensuite été représentée en
pourcentage par rapport aux controles. Les
résultats des lignées KK1 proviennent de
I’analyse transcriptomique et ceux des
lymphocytes T de 1’analyse d’une seule
expérience d’activation de lympocytes T.

L’étude de I’expression protéique nous permet de corréler les variations des taux des

transcrits a un effet fonctionnel de la protéine. Dans les cellules KK1-RhoH, I’expression et
I’activité de CAMK2 sont réduites (d’un facteur 1.56 et 1.69, respectivement) comparées aux
cellules KK1-Controle (Figure 79A, ci-dessus). Dans les lymphocytes T, nous observons a
I’inverse une forte augmentation du taux de la protéine CAMK?2 et de sa phosphorylation
(résidu Tyr231) suite a la stimulation par le ionophore pour le calcium (ionomycine) (Figure
79A, ci-dessus). Cela suggere que la transduction du signal de la voie calcique est réduite
dans les cellules KK1-RhoH et au contraire est augmentée dans les lymphocytes T activés.
Ces résultats opposés suggerent donc que CAMK?2 n’est pas une cible de RhoH. En revanche,
dans les lymphocytes T stimulés par la ionomycine, nous avons observé une augmentation de
I’expression de NMU d’un facteur 8.02, résultat similaire a celui obtenu par analyse
transcriptomique des lignées KK1-RhoH et KK1-Contrdle (augmentation d’un facteur 7.64
dans les cellules KK1-RhoH) (Figure 79B, ci-dessus). L’expression de NMU est donc accrue

dans les deux modeles, ce qui laisserait penser que NmU serait une potentielle cible de RhoH.
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Cependant, ces résultats ne proviennent que d’une seule expérience, ils restent donc a

confirmer.

4.3.2.2.3 Analyse des interleukines, chémokines, de leurs

récepteurs et de la voie du TCR

La présence de RhoH dans les cellules KK 1 induit des variations positives et négatives
de I’expression transcriptionnelle de certaines interleukines (IL16, IL4, 1L26, IL13 et IL23A,
respectivement de facteurs 3.51, 2.73, 0.37, 0.14 et 0.11), de chémokines (CCL23, CCLA4,
CCL3 et CCL1, respectivement de facteurs 0.56, 0.51, 0.51 et 0.15), de leurs récepteurs
(CCRL2, CCRS5, CXCR?7 et CCR4, respectivement de facteurs 2.88, 0.49, 0.41 et 0.29) et de
LTA et TNF impliqués dans la voie de signalisation du TNF (facteurs 0.6 et 0.20). Apres
traduction de leurs ARN messagers, les cytokines (interleukines, chémokines et TNF) sont
sécrétées dans le milieu de culture. L’analyse de leur expression a donc été effectuée par
quantification de ces protéines dans le surnageant de culture des cellules KKI1-RhoH
(comparées aux cellules KK1-Contrdle) et le surnageant de lymphocytes T stimulés 3 H par
de la ionomycine (comparés aux cellules T mises en culture 3 H en présence de DMSO)
(Tableau 4, ci-dessous). Ces dosages ont été réalisés soit par une technique ELISA (Enzyme-

Linked ImmunoSorbent Assay), soit par la méthode Luminex.

Lymphocytes T KK1
Transcriptome (KK1-

Nom Méthode LT-DMS0O LT-IONO KK1-Contrdle KK1-RhoH RhoH vs KK1-Contrale)
Cytokines
IL16 ELISA 290.44 (£ 221.86) | 716.64 (£212.02) 13.08 (+0.8) 17.15 (+0.95) 3.51
IL26 ELISA 11.64 (* 10.56) 729.06 (t 89.12) ND ND 0.37
L4 Luminex <8.8 12.88 (* 7.00) <8.8 <8.8 2.73
TNFa Luminex 7.62% 50.58 (£25.29) <5 <3 0.2
IL13 Luminex 23.00 (£ 7.82) 35.53 (£14.23) 13.95* 17.84* 0.14
Chémokines
ccL1 ELISA 10.42 (+1.74) 8.77 (+3.24) 10.44 (£5.14) 8.15 (+0.82) 0.15
CCL23 ELISA <31.25 <31.25 <31.25 <31.25 0.56
CCL3/MIP1A Luminex 11.53* 80.08 (£33.59) | 909.15(+192.40) | 312.6(+112.17) 0.51
ccLa/MIP1B Luminex 10.84* 978.81 (£373.93) <11.5 <11.5 0.51
*, deux échantillons sur trois sont en dessous du seuil de détection

Tableau 4 : Expression quantitative des cytokines et chémokines présentes dans le surnageant de culture
des cellules KK1-Contréle et KK1-RhoH et dans les lymphocytes T cultivés 3 H en présence soit de
DMSO, soit de ionomycine (5pM). Le taux de I’'IL16, IL26, CCL1 et CCL23 a été mesuré par la technique
ELISA a partir du surnageant de culture de deux couples de lignées KK1 et de trois expériences de
Lymphocytes T. L’expression de 1L4, TNFa, IL13, CCL3 et CCL4 a été quantifiée par la technique de
Luminex, a partir des mémes échantillons. Le tableau représente la moyenne des valeurs obtenues au cours de
ces analyses et les valeurs d’erreur standard entre parenthéses. ND : Non Déterminé.
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Contrairement a ce qui €tait attendu suite aux analyses transcriptomiques, I’expression
extracellulaire des protéines 1L4, IL13, TNFa, CCL1, CCL23 et CCL4 n’est pas modifiée en
présence de RhoH dans les cellules KK1 et y est pratiquement indétectable. Pour les autres
protéines : IL26 n’a pas pu étre quantifiée dans le surnageant de culture des lignées KKI.
CCL3 et IL16, en revanche, sont exprimées différemment en présence ou non de RhoH et
cela, en accord avec les analyses d’expression génique : le taux de CCL3 est réduit de 2.9 fois
dans les cellules KK1-RhoH (taux réduit de 1.96 pour les transcrits CCL3), et 'IL16 est
exprimée un peu plus par ces mémes cellules surexprimant RhoH, d’un facteur 1.31 (une
augmentation de 3.51 fois est observée pour les ARN messagers de I’[L16). Dans notre
second modele (lymphocytes T stimulés 3 H par SuM de ionomycine), la quantit¢ de CCL3
présente dans le surnageant de culture est augmentée de 6.95 fois, résultats contraires a ceux
observés dans les cellules KK 1. Ceci nous oblige a rejeter I’idée que CCL3 serait un effecteur
potentiel de RhoH. L’interleukine 16, quant a elle, est induite d’un facteur 2.47. Le fait que
les erreurs standards sont importantes est le résultat des variations inter-individus observées
au cours des analyses. Il serait important de répéter ce dosage a partir de lymphocytes T isolés
du sang d’autres individus pour valider ces résultats. Néanmoins, le fait est que nous
retrouvons une méme variation d’expression de cette protéine dans nos deux modéeles,
caractérisés tous deux par une induction de RHOH, et ceci nous permet d’émettre 1’hypothése
que I’interleukine 16 pourrait étre une cible de RhoH. En parall¢le, nous avons étudié les
variations de I’expression des génes CCRL2, CCR5, CXCR7 et CCR4 dans nos deux mode¢les,
par immunodétection a partir de lysats protéiques totaux (Figure 80, page suivante). Nous
avons ainsi observé une variation de I’expression du récepteur CCRL2, et cela, aussi bien
dans les lignées KK1-RhoH que dans les lymphocytes T stimulés. CCRL2 est présent 1.65
fois plus dans les KK1-RhoH et 6.56 fois plus dans les lymphocytes T stimulés. Ceci suggere

que ce récepteur de la chémokine TIG2 serait une cible potentielle de RhoH.
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Figure 80:  Expression
protéique de CCRL2, CCRS,
KK1 L CCR4 et CXCR7 dans les
lignées KKI1-Contréle et
Contréle RhoH DMSO I0ONO KK1-RhoH et dans les
lymphocytes T cultivés 3 H
en présence soit de DMSO,
” soit de ionomycine (SpuM).
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4.3.2.2.4 Analyse des récepteurs couplés aux protéines G

Des diminutions du taux des transcrits des récepteurs couplés aux protéines G GPR84,
GPR56, GPR30 et GPR171 ont été observés dans les cellules KK1 dans lesquelles
I’expression de RhoH a été restituée (Figure 77, page 174). Aucune expression protéique des
récepteurs GPR30 et GPR56 n’a été détectée dans ces cellules, contrairement a GPR84
(Figure 81, page suivante). Cependant, ce dernier ne présente pas de variation de son
expression dans la lignée KK1 en présence de RhoH et le taux de protéine est faiblement
induit dans les lymphocytes T stimulés. Ces récepteurs couplés aux protéines G ne semblent
donc pas étre de bons sujets d’étude. D’autres récepteurs tels que GPR125 et GPR132 sont
¢galement réprimés en présence de RhoH dans la lignée KKI1, de facteurs 2.17 et 2,

respectivement. Il sera donc important de vérifier également leur expression.
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Figure 81:  Expression
protéique de GPR30,
GPR56 et GPR84 dans les
lignées KKI1-Controle et
KK1-RhoH et dans les
lymphocytes T cultivés 3 H
en présence soit de DMSO,
soit de ionomycine (SpM).
GPR30, GPR56 et GPR84 ont
été détectées comme décrit
dans la Figure 80, page
précédente. Les expériences
ont ét¢ produites a partir de
deux couples de cellules. La
quantification sur gel a été
réalisée et présentée a droite
de la figure. Les
histogrammes représentent la
moyenne des pourcentages
d’expression protéique
normalisée par la quantité
d’actine B et par rapport aux
contrdles (mis a 100%).

4.3.2.2.5 Analyse d’un facteur de transcription, Runx1

L’expression transcriptionnelle de certains facteurs de transcription est également

modifiée en présence de RhoH dans les cellules KK1 en particulier RUNX1, dont I’expression

est augmentée d’un facteur 1.80. La présence du facteur Runx1 au noyau a été étudiée par

Western Blot dans les lignées KK1-RhoH et KK1-Controle (Figure 82, page suivante, une

seule expérience). Nous avons ainsi pu observer que son expression dans le noyau était

augmentée de 1.4 fois (Rappelons que les transcrits RUNX sont augmentés d’un facteur 1.80

dans ces mémes cellules). Runx1 pourrait donc étre un facteur cible de RhoH. Cependant, les

résultats obtenus ne proviennent que d’une seule expérience. La vérification de 1’expression

de ce facteur dans les lignées KK1 et dans les lymphocytes T stimulés ou non par la

ionomycine (en cours au laboratoire) nous permettra de confirmer ou non cette hypothese.
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Figure 82 : Expression nucléaire de la protéine Runxl dans les lignées
KK1-Controle et KK1-RhoH (une seule expérience). La protéine Runx1 a

Controle RhoH

KK1

été détectée par la technique de Western Blot a partir de 30pg de lysats
protéiques nucléaires des cellules étudiées. La lamine B a également été
visualisée et est utilisée comme contrdle de la quantité de protéines nucléaires
des échantillons déposés. La quantification sur gel a été réalisée et présentée a
droite de la figure. Les histogrammes représentent les valeurs de 1’expérience
montrée ici et correspondent aux pourcentages d’expression de la protéine
Runx1 normalisée par la quantité d’actine B et par rapport aux contréles (mis
a 100%).

4.3.2.2.6 Analyse des 9 genes les plus fortement modulés en
présence de RhoH

Au cours de I’analyse transcriptomique des cellules KK1-RhoH comparativement aux
cellules KK1-Contrdle, nous avons observé d’importantes variations d’expression pour
certains génes tels que MAGEB2 (d’un facteur 28.04), PASDI (15.23), SLA (12.49), SH2DIB
(12.45), MAGEA9 (12.33), LPHN3 (0.08), BCHE (0.08), CFHR1 (0.06) et IQCG (0.04). 1l
s’agit de geénes impliqués dans de nombreuses voies de signalisation, comme PASD! codant
un antigeéne retrouvé dans les cancers des testicules associés a des lymphomes B diffus a
grandes cellules, ou SLA codant une protéine adaptatrice régulant négativement la
transduction du signal du TCR [279]. Nous avons quantifi¢ leur expression par RT-PCR
quantitative dans les lymphocytes T stimulés par la ionomycine dans le but de trouver des

variations similaires dans nos deux modeles (Figure 83, page suivante).
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Figure 83: Analyse de
I’expression des geénes
MAGEB2, PASDI, SLA,
SH2D1B, MAGEAY9, LPHN3,
BCHE, CFHRI et IQCG dans
les lignées KK1-Controle et
KK1-RhoH et dans les
lymphocytes T cultivés 3 H en
présence soit de DMSO, soit de
ionomycine (SpM).
L’évaluation des transcrits des
différents génes dans les
lymphocytes T a été effectuée
par  RT-PCR  quantitative.
L’expression des transcrits a
ensuite été représentée en
pourcentage par rapport au
controle. Les résultats des
lignées KKI1 proviennent de
I’analyse transcriptomique et
ceux des lymphocytes T de
I’analyse d’une seule expérience
pour [QCG, de deux pour
MAGEB?2 et de trois expériences
pour les autres.

MAGEB?2, quoique faiblement exprimé dans les lymphocytes T, est induit 4.7 fois dans

ces cellules stimulées par de la ionomycine, comparé a 28 fois dans la lignée KK 1-RhoH. Les

transcripts MAGEA9 et PASD1 sont également faiblement présents dans les cellules T, mais

tout comme pour MAGEB?2 leurs taux sont augmentés de 4.16 et 4.34 fois dans ces derniéres

sous l’influence de la ionomycine (12.33 et 15.23, respectivement dans les cellules KK1-

RhoH). Les geénes SLA, SH2DI1B et IQCG sont bien exprimés dans les lymphocytes T. Leurs
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variations d’expression (soit 5.2, 6.94 et 0.32 respectivement pour SLA, SH2D1B et IQCG)
dans les cellules T stimulées sont comparables a celles obtenues dans la lignée KK1 en
présence de RhoH (respectivement, 12.49, 12.45 et 0.04 fois). Ces résultats suggerent donc
que les genes MAGEB2, PASDI1, SLA, SH2D1B, MAGEA9 et IQCG pourraient étre des cibles
potentielles de RhoH.

Grace a nos deux modeles établis dans des cellules T, nos études préliminaires, certes a
confirmer, nous permettent d’émettre les hypothéses suivantes : la présence de RHOH dans
les cellules T entrainerait des modifications d’expression de certains génes. NMU, MAGERB?2,
PASDI, SLA, SH2DI1B, MAGEA9 seraient induits par RhoH et /QCG, au contraire, serait
réprimé. De plus, RhoH régulerait également le taux des protéines CCRL2, IL16 et Runx1 :
I’expression de CCRL2 dans les cellules, la sécrétion de I’IL16 dans le surnageant de culture
et la quantité du facteur de transcription Runxl au niveau du noyau sont augmentées en
présence de RhoH. Il s’agirait peut étre de potentielles nouvelles cibles de RhoH dans les

cellules T.

4.4 Induction du gene RHOH et de sa cible potentielle, PRKCA,
par invalidation de la protéine JunD dans les leucémies aigues
myéloides
Précédemment, nous avons montré que le facteur de transcription JunD réprime la
transcription du géne RHOH dans les cellules lymphoides B Raji. La surexpression de cette
protéine dans ces cellules entraine ainsi une importante diminution du taux des ARN
messagers RHOH, et inversement une absence de JunD induit une augmentation de la
transcription (Figure 46, page 129). Les cellules de la leucémie a tricholeucocytes (HCL) sont
caractérisées par une expression faible du géne RHOH, comparaativement soit aux
lymphocytes B normaux dans le cas de cellules de patients, soit a d’autres lignées cellulaires
lymphoides [223]. Ce phénoméne est accompagné d’une importante expression des transcrits
du facteur de transcription JunD dans les lignées HCL et chez les patients [262, 280]. Au
laboratoire, nos travaux n’ont pas permis de corréler la présence de JunD avec la répression
de Pactivité du promoteur P3 de RHOH, ni avec le taux de ces transcrits totaux (données non
montrées). Il est intéressant de noter que les cellules de la leucémie T de 1’adulte (ATL),
présentant aussi une faible expression transcriptionnelle faible de RHOH chez certains

patients (données du laboratoire), sont caractérisées par une activation constitutive du
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facteur de transcription JunD [281]. Nos avancées n’ont pas permis pour le moment de
vérifier la répression de RHOH par JunD dans nos lignées cellulaires modeles de I’ATL. I est
tout de méme important de souligner ces caractéristiques communes observées dans ’HCL et
I’ATL. Nous retrouvons cette corrélation inverse entre les expressions de JUND et RHOH
dans d’autres pathologies : les cellules de la leucémie aigue myéloide (LAM) présentent une
expression faible du géne RHOH et sont caractérisées par une surexpression de JunD ;
contrairement aux cellules de la leucémie lymphoide chronique (LLC), dans lesquelles il a été
mis en évidence une quantité relativement importante de transcrits RHOH et un faible taux de
transcrits du gene JUND [282, 283]. Nous avons entrepris d’étudier cette corrélation inverse

dans les LAM.

4.4.1 Etude du réle de JunD dans la faible expression de

RHOH dans les LAM
Le geéne JUND est fortement exprimé dans les cellules de LAM. Pour étudier le role
¢ventuel de JunD dans la faible expression de RHOH dans les cellules de LAM, nous avons
préparé les cellules mononucléées de sang périphérique de patients atteints de LAM de type 2,
4 ou 5 (selon la classification FAB, French-American-British) et présentant une forte

leucocytose sanguine (entre 35.106 et 45.10° leucocytes par mL de sang) (Tableau 5, ci-

dessous).

Pati Phé Pré . A s16 BI Etat de ['échantill ) i
#1 LAM 4 Rechute =70% Congelé inversion 16, éosinophilie
#2 LAM 2 Diagnostic 33 50% Frais t(B;21)
#3 LAM 5 Diagnostic =70% Congelé 1(9:11), trisomie (8)
#4 LAM 4 Diagnostic 97% Congelé inversion 16, éosinophilie
#4 LAM 5 Diagnostic 45 =70% Frais dupplication FLT3
#b LAM 4 Diagnostic 16 =70% Congelé éosinophilie
# LAM 4 Diagnostic 7 =70% Congelé caryotype normal
#8 LAM 4 Diagnostic 74 =70% Congelé caryotype normal
#9 LAM 4 Diagnostic =70% Congelé
#10 LAM 5 Diagnostic 79 =70% Frais

Tableau 5 : Liste des caractéristiques des patients atteints de LAM, desquels proviennent les échantillons de
cellules mononucléées analysées dans cette étude.
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La faible expression des transcrits RHOH a tout d’abord été vérifiée dans les cellules

mononucléées de LAM par RT-PCR quantitative et chimie Tagman. Nous avons comparé

I’expression de RHOH dans les LAM a celle de lymphocytes T normaux exprimant des taux

¢levés de ce gene et utilisés comme contrdles positifs (Figure 84, ci-dessous).

Expression relative des transcrits RHOH

45 -
a -
3.5 -
3 4
25 4
2
1.5 +
1
0.5 +
0 I I -
N1 N2 N3 #2 #5 #1
LAM2 LAMS5 LAM 4
LT frais LAM frais LAM congelé

Figure 84 : Etude de I’expression du
géne RHOH dans des lymphocytes T
normaux et des cellules mononucléées
de patients atteints de LAM de type 2,
4 ou 5. L’expression du gene RHOH a
été évaluée par RT-PCR quantitative et
chimie TagMan a partir d’ADNc de
lymphocytes T normaux (N1, N2 et N3,
contréles positifs) isolés du sang
périphérique de donneurs sains et
d’ADNc de cellules mononucléées
isolées de patients atteints de leucémie
aigue my¢éloide (LAM). Les
histogrammes représentent les résultats
d’une seule mesure normalisée par
I’expression du géne de référence ABL.

I1 aurait été intéressant de comparer le taux de RHOH dans les cellules LAM a celui de

cellules my¢loides de donneurs sains, a condition de comparer des cellules ayant le méme

stade de différenciation. Nous avons ensuite invalidé le géne JUND dans ces cellules

mononucléées de LAM, par transfection d’un petit ARN interférent. Aprés 48 heures de

culture, nous avons vérifi¢ 1’invalidation de JUND par RT-PCR classique et quantitative

(données non montrées), puis avons quantifié¢ I’expression des ARN messagers de RHOH de

la méme maniere que précédemment décrit (Figure 85, page suivante).
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Figure 85 : Etude de I’expression du géne RHOH dans des cellules mononucléées de patients atteints de
LAM de type 4 ou 5, dans lesquelles JUND a été invalidé par ARN interférence. L’expression du gene
RHOH a été évaluée par RT-PCR quantitative et chimie TagMan a partir d’ADNc des cellules mononucléées
isolées de patients atteints de leucémie aigue myéloide (LAM). Les cellules ont été transfectées par des petits
ARN interférents ciblant soit les ARN messagers JUND (siARN JunD), soit un géne non humain (siARN
Contrdle). Les histogrammes représentent soit une seule quantification (patient #1 et #3) ou une moyenne d’au
moins deux analyses pour les autres, normalisées par [’expression du géne de référence ABL et ont été obtenus a
partir d’une expérience de transfection des cellules mononucléées de chaque patient.

Suite a I’inhibition de JUND par ARN interférence, nous avons observé des
augmentations d’intensité variable du taux des transcrits RFHOH pour les patients atteints de
LAM de type 4, numéros #1, #4, #8, #9 et pour le patient atteint de LAM de type 5 numéro
#3. A l’inverse, I’invalidation de JUND entraine une diminution importante des ARN
messagers RHOH présents dans les cellules mononucléées des patients #6 (LAM de type 4)
et #10 (LAM de type 5), et aucune variation n’est observée pour le patient #7 (LAM de type
4). Nous observons ainsi pour une majorité d’échantillons de patients atteints de LAM (n=5)
une tendance a 1’augmentation de RHOH en absence de JunD, ce qui corrobore avec les
résultats obtenus dans les lignées lymphoides B, montrant une régulation transcriptionnelle
négative de RHOH par le facteur de transcription JunD. Ce phénomene a également été
observé dans les cellules mononucléées isolées du sang périphérique de deux patients atteints

de leucémie aigue lymphoblastique de type B, caractérisées aussi par une faible expression de
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RHOH (données non montrées). Dans le cas des deux échantillons LAM #6 et #10, nous
pouvons émettre 1’hypotheése que I’expression de RHOH étant plus €levée dans ces cellules
(d’un facteur 3.37 en moyenne par rapport a la moyenne des patients 1, 4, 8, 9, 3) les
mécanismes de régulation ne sont plus les mémes et ne sont plus controlés de la méme
manicre par JunD. Ce facteur interviendrait alors comme facteur activateur de la transcription
de RHOH. Ces résultats suggerent que la composition du complexe AP1 présent au niveau du
gene RHOH n’est probablement pas identique dans ces deux groupes de patients et pourrait
étre la conséquence de modifications cytogénétiques présentes au sein des cellules, non

connues du laboratoire.

4.4.2 PRKCA, une nouvelle cible potentielle de RHOH dans
les LAM

A partir des échantillons obtenus par transfection d’ARN interférents ciblant
spécifiquement JUND ou non dans des cellules mononucléées de LAM, nous avons observé
une tendance de JunD a réguler négativement la transcription de RHOH. Ces résultats sont
comparables a ce qui a ét¢ montré dans la lignée lymphoide B Raji (paragraphe 4.2.2.2.1,
page 123). Compte tenu des similarités retrouvées, nous avons tent¢ de mettre en évidence
une potentielle nouvelle cible de RHOH dans les LAM en étudiant certains génes exprimés de
manicre variable en présence ou non de RhoH dans la lignée lymphoide B JOK-1 d¢ja
utilisée précédemment (paragraphe 4.3.1, page 168) (Figure 63, page 170). Nous avons
analysé les 13 génes de la liste retenue auparavant et seule I’expression du gene PRKCA est
corrélée a celle de RHOH et ce, de fagon positive. Ces résultats ont été confirmés par RT-
PCR quantitative et chimie SYBR Green (Figure 86, page suivante). En revanche, nos
données préliminaires sur les génes GAS7, C/EPBB, GPR30, MARCHI, CSFIR, BCHE,
FCRL2, RAMPI1, NMU, SAMSNI, CASPI1 et KYNU semblent exclure ces geénes en tant
qu’effecteurs possibles de RHOH dans les cellules LAM.
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Figure 86 : Etude de I’expression du géne PRKCA dans des des cellules mononucléées de patients atteints
de LAM de type 4 ou 5, dans lesquelles JUND a été invalidé par ARN interférence. L expression du gene
PRKCA a été évaluée par RT-PCR quantitative et chimie SYBR® Green a partir d’ADNc des cellules
mononucléées isolées de patients atteints de leucémie aigue myéloide (LAM). Les cellules ont été transfectées
par des petits ARN interférents ciblant soit les ARN messagers JUND (siARN JunD), soit un géne non humain
(siARN Controle). Les histogrammes représentent soit une seule quantification (patient #1, #6 et #10) ou une
moyenne d’au moins deux analyses pour les autres, normalisée par I’expression du geéne de référence 4BL et ont
été obtenus a partir d’une expérience de transfection des cellules mononucléées de chaque patient.

Au cours de cette ¢tude, nous avons ainsi montré que dans 2 cas sur 8 JunD régule
positivement I’expression transcriptionnelle du gene RHOH dans des cellules de LAM, mais
quedans la majorité des cas (6/8), JunD a tendance a le controler négativement. Suite a
I’invalidation de JUND, une augmentation du taux des transcrits RHOH est observée,
phénoméne corrélé a I’induction des ARN messagers du géne PRKCA. De plus, lorsque
RHOH est inhibé, la quantité¢ des transcrits PRKCA est également diminuée. Ceci suggere
donc que PRKCA, une cible potentielle de RhoH déja mise en évidence dans les cellules

lymphoides B, pourrait I’étre également dans les cellules provenant de patients atteints de

LAM.
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5 Discussion

5.1 P3 est le promoteur gouvernant majoritairement
I'expression du géne RHOH dans les [ymphocytes
RHOH est exprimé spécifiquement dans les tissus et cellules hématopoiétiques, plus
particuliérement dans les leucocytes. Ce gene est constitué de 7 exons et est exprimé en une
dizaine de transcrits initiés en amont des exons 1, 2 et 4. La quantification de chaque type de
transcrits, nous a permis de montrer 1’expression majoraitaire des ARN messagers issus de
I’activité du promoteur P3 (situé en amont de 1’exon 4). De maniere intéressante, cette étude
nous a permis d’identifier la spécificité cellulaire des promoteurs P1 et P2 : P1 est plus actif
dans les cellules T et P2, I’est plutot dans les cellules B. Les transcrits initiés en amont de

I’exon 1 semblent donc étre T-spécifiques et ceux initiés en amont de I’exon 2, B-spécifiques.

5.1.1 L’activité T ou B-spécifique de P1 et P2 est une
particularité du gene RHOH

A ce jour, parmi les geénes codant la famille des RhoGTPases, seuls deux genes
présentent la particularité¢ d’€tre transcrits a partir de trois promoteurs alternatifs . RHOH et
RHOBTB?2 [284]. Contrairement a RHOH, codé en une protéine unique, RHOBTB2 est
exprimé spécifiquement dans le cerveau, en transcrits initiés en amont des exons 1, 4 ou 5 et
ces derniers donnent naissance a trois isoformes de la protéine RhoBTB2, qui different par
leur extrémité N terminale [284]. L’obtention des transcrits RHOBTB2 est donc le résultat
d’une part, de I’activité de trois promoteurs et d’autre part, de différents épissages alternatifs
[284]. Cependant, aucune étude approfondie de I’éventuelle utilisation alternative des
promoteurs du gene RHOBTB2 n’a été publiée a ce jour. RAB27A4 présente de nombreuses
caractéristiques comparables a celles de RHOH, non seulement le fait d’étre constitué¢ de
nombreux exons (respectivement 9 et 7 pour RAB27A4 et RHOH) dont un codant la protéine,
de contenir un grand intron (respectivement de 31Kb et 37.9Kb pour RAB27A4 et RHOH) et
des uORFs ; mais aussi d’étre exprim¢ en plusieurs transcrits, initiés en amont des exons (-2),
(-1) ou (la). Tout comme pour le géne RHOH, toutes les isoformes RAB27A codent une
protéine unique. Celle-ci est impliquée dans 1’exocytose des granules cytotoxiques dans les
lymphocytes [168, 285]. RHOH et RAB27A présentent donc de nombreuses similarités. La

seule étude de promoteur de RAB27A4 concerne celui situé en amont de 1’exon la, et a été
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réalisée dans des mélanomes humains [286]. L’activité cellule-spécifique (B ou T) des

promoteurs mineurs de RHOH reste donc une particularité de ce gene.

5.1.2 Facteurs pouvant influencer [I’expression tissus-
spécifique des transcrits RHOH

L’expression des différents types de transcrits RHOH (initiés en amont des exons 1,

2 ou 4) et leur spécificité cellulaire peuvent étre controlées a différents stades : tout d’abord,

par une régulation de la transcription par la présence de motifs activateurs ou répresseurs ;

mais aussi, par la stabilisation ou la dégradation des transcrits (modifications

posttranscriptionnelles).

5.1.2.1 Facteurs de transcription, spécifiques de certains types cellulaires
L’expression de RHOH, spécifique de certains tissus, pourrait étre régulée par la
présence de motifs activateurs ou répresseurs de la transcription. En 2002, Hwang et ses
collaborateurs ont montré chez la souris, que le promoteur de GATA4-3 est beaucoup plus actif
dans les lignées cellulaires lymphoides T que dans les B et ce, de grace a présence d’un
¢lément cis régulateur situé¢ dans la région 3° de I’intron 1 [287]. Dans le premier intron du
gene de la B3 tubuline (4.5 Kb), Bruhat et ses collaborateurs ont identifi¢ des €léments
régulateurs négatifs «silencer » et des régulateurs positifs de la transcription, dont les
activités dépendent de la présence de certaines hormones dans les cellules Kc de drosophile ;
il en est de méme pour le géne de la chaine a du PDGF [288, 289]. Des régions régulatrices
peuvent €tre ¢également controlées spécifiquement dans certains tissus ou types cellulaires par
méthylation des séquences ADN. En effet, il a été montré que le géne SHANK3 est soumis a
une hyperméthylation d’ilots CpG dans des cellules mononucléées isolées du sang
périphérique, et que cette modification épigénétique est la cause de sa faible expression [290].
Le géne STAT4 peut étre également sélectivement exprimé dans les lymphocytes T CD4",
comparativement a des cellules myéloides, par déméthylation du géne [291]. Par analogie,
I’expression des différents types de transcrits du gene RHOH pourrait donc étre régulée par
des facteurs de transcription spécifiques soit des lymphocytes T pour I’activité de P1, soit des
lymphocytes B pour P2 ou présents dans les deux types cellulaires, ou par méthylation de

régions spécifiques du gene. De plus, dans certaines régions introniques du géne RHOH sont
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présents des lots CpG , I’expression de RHOH pourrait donc étre régulée spécifiquement par

méthylation de ces séquences ADN.

5.1.2.2 Facteurs de régulation du taux des transcrits

D’autres mécanismes contrdlant la stabilité ou la dégradation des transcrits ont été
décrits. Ces événements de régulation posttranscriptionnelle sont la stabilité des transcrits
(controlée par la région 3 UTR), la présence d’uORFs ou de microARN intronique dans la

séquence des ARN messagers.

De nombreuses études montrent que la stabilit¢ des ARN messagers de certaines
cytokines peut étre induite par stimulation extracellulaire, comme par traitement a
I’interleukine 1, et ce, du fait de la présence de motifs riches en uridine et adenosine (ARE,
Adenosine uridine Rich Elements) dans les régions 3’UTR des transcrits [292-295]. Dans le
cas des transcrits /L8, les transcrits sont stabilisés par I’'IL1a et dépendent de I’activation de la
MAPK p38 [295]. Compte tenu de la présence de 4 sites de polyadénylation et de 8 ¢léments
ARE en amont des sites polyA dans la région 3> UTR du géne RHOH, nous émettons donc
I’hypothese que la stabilité des transcrits RHOH peut étre modulée dans certaines conditions
de stimulation [2]. RHOA présente ¢galement plusieurs sites de polyadénylation mais ces
motifs n’influent pas sur la stabilité des transcrits RHOA [296]. En revanche, il a été décrit
que ARHI, un membre de la famille Ras, présente des motifs ARE dans sa région 3’UTR
[297]. Par ces ¢léments, HuR interagit avec les ARN messagers ARHI ; il s’agit d’une
protéine s’associant a ces motifs ARE, stabilisant ainsi les transcrits ARHI. 11 serait donc
intéressant d’étudier le role des 8 motifs ARE présents dans la région 3° UTR dans la stabilité
des différents types d’ARN messagers RHOH. (Ce travail avait d’ailleurs été initié au

laboratoire, il y a 5 ans).

Nous avons montré précédemment que les exons composant les transcrits RHOH
présentent des structures secondaires stables avec des AGo inférieures ou égales a -30
Kcal.mol [170]. Leurs effets sur la traduction protéique dépendent de la stabilité et de la
position de ces régions : une structure trés stable (AGo > - 50 Kcal.mol™) peut bloquer la
lecture par les ribosomes ; la présence d’une structure d’une AGo = - 30 Kcal.mol” peut
réprimer la traduction en inhibant ’association du complexe de pre-initiation a ’ARN

messager [298-300]. Au contraire, une structure secondaire de -19 Kcal.mol positionnée 14
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nucléotides en aval du site AUG augmente ’initiation de la traduction en créant une pause au
site AUG favorisant la reconnaissance par le ribosome [301]. Des structures plus ou moins
stables (de 10 a 15 Kcal.mol™) sont présentes en aval des codons de démarrage des uORFs
situées dans les exons 1, 2, 4 ou 6 du géne RHOH, et renforcent 1’idée de pauses par les
ribosomes au niveau des uUAUGs favorisant ainsi la traduction des peptides [302]. A la fin de
ces phases ouvertes de lecture, les ribosomes se dissocieraient de I’ARN entrainant la
dégradation du transcrit et inhibant ainsi la traduction de la protéine RhoH, comme il 1’a été
montré au cours d’une étude de 1’expression de genes présentant ou non des uORFs [303-
305]. Ces données pourraient suggérer que la présence de ces structures secondaires et
d’uORFs dans la région 5’ régulerait la quantité de transcrits RHOH et ainsi la traduction de

la protéine.

Récemment, il a été mis en évidence que des microARNs appelés encore miARNs
peuvent étre présents dans les régions introniques de génes et peuvent réguler leur expression.
Ces miARNs sont des séquences en forme d’épingle a cheveux d’une longueur de 22
nucléotides environ [306]. En interagissant avec la partie 3> UTR des ARN messagers, ils
régulent la stabilit¢ des transcrits et ainsi modulent la syntheése des protéines [307]. Plus de
50% des miARNs résident dans des régions introniques de plus de 5 Kb. La présence d’un
intron de 37.9 Kb dans la séquence du géne RHOH pourrait laisser supposer qu’une séquence
correspondant a un miARN y soit retrouvée. Par le logiciel miR-abela, un potentiel miARN a
¢té détecté dans cet intron, en amont de I’exon 5 mais aucune séquence de reconnaissance de
ce miARN n’a été observée dans la région 3° UTR (1Kb). RHOH ne serait donc pas régulé

par un miARN contenu dans sa propre région intronique 4.

RHOH est exprimé spécifiquement dans les cellules hématopoiétiques en de
nombreuses isoformes codant toutes une unique protéine RhoH [2]. Il présente la particularité
d’étre régulé par trois promoteurs alternatifs, présentant des activités dépendantes du lignage
hématopoiétique étudié : P1, plus actif dans les lymphocytes T, P2 favorisé dans les cellules B
et P3, aussi efficace dans les lymphocytes T et B et dont I’activité est majoritaire. La structure
du geéne et des isoformes sont telles, que RHOH serait régulé par des mécanismes

transcriptionnels et posttranscriptionnels trés complexes.
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Au laboratoire, nous avons montré que selon le type cellulaire étudié (lymphocytes T
ou B), des facteurs de transcription différents controlent 1’activité du promoteur P3. API1 et
NF«B modulent I’activité du promoteur P3 dans les cellules B. AP1 ou Activator Protein I est
un facteur de transcription contrélant de nombreux processus cellulaires (prolifération,
réponse au stress, apoptose) [308, 309]. L’activité du facteur AP1 dépend de la combinaison
homodimérique ou hétérodimérique des partenaires le composant, tels que les membres des
familles de facteurs de transcription Jun (cJun, JunB et JunD), Fos (cFos, FosB, Fral et Fra2),
ATF/CRE (Activating Transcription Factor/cyclic AMP response element binding protein)
(ATF1, CREB/CREM, CREB314, CREB-H, ATF2, ATF3, ATF4, ATF6, ATF7, B-ATF and
ATFS) , Maf (MafF, MafG et MafK) et du facteur de transcription NF-E2 [310-314]. Au
laboratoire, nous avons montré dans des lignées lymphoides B que les protéines JunB et cFos
régulent positivement ’activité du promoteur P3, en revanche JunD le réprime. Au cours de
I’activation lymphocytaires T, des facteurs autres que APl et NFxB et dépendants de
I’activation soit de la voie calcique, soit de la voie du DAG semblent intervenir dans le
controle du promoteur P3. Sur la base de ces résultats, nous avons étudi¢ les mécanismes
moléculaires impliqués dans la régulation du promoteur P3 dans les lignées cellulaires

modeles de la leucémie a tricholeucocytes.

5.2 L’inhibition de NFkB permettrait une levée de Ia

répression du promoteur P3 dans des lignées de la leucémie a

tricholeucocytes

Les lymphocytes malins isolés de patients atteints de leucémie a tricholeucocytes
(HCL) présentent une expression du geéne RHOH inférieure a celle des lymphocytes B
normaux, répression plus modérée dans les lignées cellulaires modeles de ’'HCL, comparées a
d’autres lignées cellulaires provenant de lymphomes de Burkitt par exemple [205]. L’étude
des mécanismes moléculaires impliqués dans la régulation du promoteur P3 du géne RHOH
dans les cellules lymphoides B a permis de mettre en évidence une activité réduite du

promoteur dans les lignées cellulaires de ’'HCL.

Bien que nous ayons montré que le facteur AP1 intervient dans le contrdle de P3 dans
les cellules B, la mutation des sites AP1 contenus dans la séquence du promoteur minimal [-

236/+67] n’a entrainé aucune modification de ’activité de P3 dans la plupart des lignées
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HCL. Ces données suggerent que la répression du promoteur P3 minimal observée dans les
cellules de la leucémie a tricholeucocytes ne fait pas intervenir le facteur de transcription
AP1. 1l existe cependant une corrélation inverse entre ’activation de JunD et I’expression du
géne RHOH dans ces cellules [223, 262]. Notre hypothése était donc que JunD réprime
’activité du promoteur P3 dans les cellules HCL, hypothése corrélée au rdle de JunD dans le
controle négatif de P3 dans les cellules lymphoides B (décrit précédemment). Compte tenu de
la répression de fragments plus longs du promoteur P3 dans les lignées HCL, il aurait été

intéressant d’étudier I’implication du facteur AP1 sur I’activité de ces constructions.

Au cours de nos travaux, nous avons montré d’autres résultats plus prometteurs : I’inhibition
de NF«kB entraine une augmentation de ’activité du promoteur P3 dans plusieurs lignées
cellulaires HCL. Les facteurs de transcription NFkB consistent en une famille de complexes
dimériques comprenant les protéines RelA (p65), RelB,cRel, NFkB1 (p50) et NFkB2 (p52)
[315]. NFkB joue un role critique dans les fonctions immunitaires, 1’inflammation, la
différenciation lymphoide et la survie cellulaire [316-319]. NFkB régule positivement les
genes de certaines cytokines telles que TNFa, IL1B, IL6, IL2, IL12, IFNy, GM-CSF, et de
chémokines comme MIP1a, RANTES. NFkB induit également TRAF1, TRAF2, Fas, c-Myc
et la cycline D1 [320]. Dans les cellules de la leucémie a tricholeucocytes, il a été¢ mis en
évidence une activation du facteur NFxB, qui peut étre augmentée par un traitement au TNFa
[321]. Nous avons donc émis I’hypothese que ce facteur pouvait intervenir dans le contréle du

promoteur P3 dans les lignées HCL.

La stimulation des cellules lymphoides B par le PMA n’entraine pas seulement
I’activation du facteur de transcription AP1 mais aussi les voies de signalisation conduisant a
une induction de NFkB [322]. 2 sites potentiels de reconnaissance pour les facteurs de la
famille NFkB ont été localisés sur la séquence du promoteur P3 minimal du gene RHOH.
L’inhibition de I’activation de NFkB par un peptide bloquant I’interaction de IKKa et IKKf
avec IKKy diminue I’activité promotrice de P3 dans les lignées lymphoides B Raji et Daudi.
Ces données préliminaires tendent a montrer que les facteurs de la famille NF«kB
interviendraient positivement dans [’activation du promoteur P3 du géne RHOH, soit de
manicre directe en en se fixant aux sites consensus présents dans P3, soit indirectement par
I’intermédiaire d’un autre facteur de transcription. Il serait important de muter les sites
consensus pour le facteur NFkB du promoteur P3 pour vérifier la nature de leur relation. Dans

la leucémie a tricholeucocytes, le traitement des cellules par du PMA entraine une faible levée
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de la répression du promoteur P3 du géne RHOH dans les lignées HCL EH, JOK-1, Eskol et
HC-1. Ces résultats laisseraient supposer qu’une stimulation des cellules par le PMA
entrainerait une activation de NF«kB et ainsi une régulation positive de I’activité de P3, comme
nous ’avons proposé dans les lignées cellulaires lymphoides B Raji et Daudi. Or, il a été
montré qu’un traitement par le PMA ne résulte pas en ’activation de NFxB dans I’HCL
[323]. Cela voudrait donc dire qu’en présence de PMA, un ou des facteurs de transcription qui
ne sont pas de la famille NFkB permettent une induction de I’activité du promoteur P3 aussi
bien dans les cellules lymphoides B Raji et Daudi mais aussi dans les lignées modeles de la

leucémie a tricholeucocytes.

De maniere plus intéressante, 1’inactivation de NFkB dans les cellules HCL par un
peptide bloquant résulte en 1’augmentation de I’activité de P3 dans les lignées HCL EH et
Eskol. Malgré tout, le role de NFkB dans le controle de I’activité de P3 n’est pas clair dans la
leucémie a tricholeucocytes, puisque I’inhibition de NFxB dans la lignée HC-1 réprime
encore plus le promoteur P3. Ces données ne sont le résultat que d’une seule expérimentation,
il est donc nécessaire de valider ces résultats. Dans le cas, ou I’inhibition de NFkB I¢verait
bien la répression de P3 dans les lignées HCL, il faudrait donc confirmer cela en mutant les
sites potentiels de fixation pour ce facteur de transcription et en en ¢étudiant les effets sur
I’activité de P3 dans les cellules HCL. De méme, il serait important d’identifier la nature des
partenaires formant ce complexe NF«xB qui interviendrait au niveau du promoteur P3. NFxB
pourrait peut étre étre proposée comme potentielle nouvelle cible dans le but de restaurer
I’activité promotrice de P3 dans ces cellules. Il faudrait alors vérifier 1’expression des
transcrits RHOH et 1’expression de la protéine suite a ’inactivation de NFkB dans ces mémes
cellules. NFKB pourrait donc peut étre étre une molécule régulatrice clé dont 1’inactivité
permettrait la restitution de I’expression de RhoH dans les cellules HCL et ainsi
potentiellement contrecarrer le phénotype leucémique comme nous 1’avons montré dans un

modele de xénogreffe murin [223].

En utilisant certaines molécules comme la déxaméthasone, Sharma et Narayanan ont
montré qu’il était possible d’inactiver spécifiquement un membre de la famille NFkB dans
une lignée de fibrosarcome et induire une importante régression tumorale dans un modele
murin de xénogreffe [324]. Le traitement par la déxaméthasone entraine 1’expression d’un
ARN antisens ciblant RelA et ainsi une inhibition de la croissance in vitro et in vivo. D’autres

équipes proposent d’autres molécules qui inhibent la fixation du facteur de transcription a
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I’ADN [325, 326]. Dans un modele d’encéphalomyélite autoimmune expérimentale chez le
rat, ’administration de la thymoquinone (cumin noir), rapportée comme inhibant I’interaction
de p65 a ces sites de fixation a I’ADN, prévient I’infiltration des cellules mononucléaires dans
le cerveau et améliore les signes cliniques de la maladie [327, 328]. Si nous parvenions a
identifier quels sont les protéines de la famille NFkB impliquées dans la répression de RHOH
dans la leucémie a tricholeucocytes, il serait possible par de telles molécules d’en inhiber
spécifiquement 1’activité et réduire ainsi les effets non désirables.

Il est d’autant plus important de s’intéresser au facteur NFkB qu’une boucle de
régulation semble exister entre les protéines de la famille NFkB et RhoH. Dans la lignée
lymphoide T Jurkat, RhoH inhibe la survie de ces cellules en inhibant NFxB [104]. Pour
renforcer cette idée, il est intéressant de noter que dans de nombreux types cellulaires
épithéliaux, comme les lignées HelLa, 293, NIH3T3 et lymphoide T, la lignée Jurkat, il a été
décrit que les petites protéines Rho (des sous-groupes RhoA, Cdc42, Rac) sont nécessaires
pour I’activation de NF«xB [329, 330]. Plus précisément, Racl active NFkB en favorisant la
phosphorylation de IKKf et ainsi sa dégradation mais aussi par un médiateur, PAK. Or, il a
été montré dans la lignée lymphoide T sur Jurkat que RhoH inhibe la dégradation de IKKp et
I’activation de RhoA, Racl et Cdc42 et dans les cellules souches hématopoiétiques, que
I’invalidation de RhoH entraine une augmentation de I’activit¢ de Racl et Rac2 [104, 176].
Dans les cellules B, il n’est pas encore connu de telles relations entre RhoH et les autres
protéines Rho. Il a ét¢ montré en revanche que RhoH interagit avec PLCy2 dans les cellules B
[201]. L’activation de cette derniére conduit a 1’activation du facteur de transcription NF«xB
[331]. Au vue des nombreuses publications rapportant un lien entre ces différentes protéines,

il serait d’autant plus intéressant d’approfondir cet axe de recherche.

Compte tenu de la présence de potentielle boucle de régulation entre RhoH, les
protéines Rho et NFxB dans les cellules B et du fait que la restitution de 1’expression de
RhoH contrecarre le phénotype tumoral de la leucémie a tricholeucocytes, nous avons tenté de
mettre en évidence des nouveaux effecteurs de RhoH dans les lymphocytes B, les résultats

pouvant nous aider a mieux comprendre 1’action de RhoH dans ces cellules.
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5.3 RAMP1 et PRKCA, nouveaux effecteurs possibles de RhoH
dans les cellules lymphoides B

Nous avons généré au laboratoire deux modeles cellulaires pour cette étude. Le
premier est composé de deux lignées : la premiere, la lignée HCL JOK-1 dans laquelle nous
avons restitué de manicre ectopique 1’expression de RhoH, la seconde, n’exprimant pas la
protéine exogeéne. Le second mod¢le est constitué de la lignée lymphoide B Raji dans laquelle
nous avons soit diminué I’expression de RHOH par suprexpression de JunD, soit au contraire
augmenté le taux de transcrits RHOH par invalidation de JunD. L’analyse transcriptomique du
modele JOK-1 nous a permis d’obtenir une liste de génes dont I’expression est modulée en
présence de RHOH et que nous avons tenté de valider par RT-PCR quantitative dans notre
second mod¢le, Raji. Nous avons ainsi montré que RAMP] et plus particulierement PRKCA
semblent étre des effecteurs potentiels de RhoH. Ces deux geénes codent des protéines

impliquées dans le controle de la prolifération cellulaire.

RAMP1 est un membre de la famille des RAMP (Receptor Activity Modifying Protein)
modifiant la fonctionnalité des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) dont les ligands
sont des peptides de la famille de la calcitonine. La régulation de I’expression des RAMP a un
niveau transcriptionnel ou post-transcriptionnel a une certaine importance, car elles peuvent
influencer la réponse d’une cellule cible a un ligand, en modifiant I’activit¢ d’'un RCPG. Par
exemple, RAMPI augmente D’affinit¢ du récepteur CRLR (Calcitonin Receptor-Like
Receptor) pour le neuropeptide CGRP (Calcitonin Gene Related Peptide). En revanche, si ce
récepteur interagit avec les formes RAMP2 ou RAMP3, son affinité¢ augmente pour le ligand
ADM (ADrénoModulline). Le peptide CGRP module les fonctions immunitaires en inhibant
la prolifération des cellules T et la syntheése d’IL2 et d’IFNy par ces dernieres [332, 333]. Le
role de RAMPI1 n’est pas clairement établi dans les cellules B, contrairement aux
lymphocytes T, dans lesquels I’augmentation de son expression entrainerait une diminution de
leur prolifération en réponse au CGRP. De maniére intéressante, dans les lymphocytes T, on
observe une corrélation positive entre une expression élevée de RHOH et celle de RAMPI
[334]. Dans les cellules de LAM, une faible expression de RAMPI est observée et ces cellules
sont caractérisées par une expression trés faible de RHOH [335]. Ces données sont donc en
accord avec le fait que RAMPI semble étre un effecteur positivement régulé par RhoH. En

revanche, cette corrélation n’est pas retrouvée dans les cellules de LLC, ou RHOH est
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fortement exprimé et ou RAMPI présente un taux de transcrits trés faibles, contrairement a ce
qui serait attendu [336]. Compte tenu des fonctions de RAMPI dans les cellules T, il serait
intéressant de vérifier si cette protéine est une cible potentielle de RhoH dans les lymphocytes

T.

PKCa est I’isoforme o de la protéine kinase C (PKC) et est fortement exprimée dans
les cellules B et T [337]. Dans nos deux mode¢les, nous avons montré que I’expression de
RHOH entraine une augmentation du taux de transcrits PRKCA. Dans les cellules Raji, la
diminution de RHOH est associée a une réduction des ARNm PRKCA. RhoH contréle donc
positivement 1’expression de PRKCA. Dans les progéniteurs hématopoiétiques et dans des
modeles animaux de scléroses multiples, PKCa limite la survie et diminue la prolifération
cellulaire [338, 339]. L’expression de PKCa semble donc étre un facteur protecteur contre le
développement de ces maladies. Il est intéressant de noter que la restitution de 1’expression de
RhoH dans les cellules HCL est aussi un facteur protecteur dans le cas de la leucémie a
tricholeucocytes. Cette corrélation positive entre ces deux genes est également observée dans
les cellules de LAM, ou RHOH et PRKCA sont tous deux faiblement exprimés [335]. Dans
ces cellules, la faible expression de RHOH contribuerait a la résistance aux chimiothérapies
observée dans cette maladie ; et dans des lignées cellulaires my¢loides, I’expression de PKCa
inhibe la prolifération [199, 340, 341]. RhoH régulerait donc positivement PRKCA, ce qui
serait un facteur de protection contre le développement de certaines pathologies. Dans les
lymphocytes T, il a ét¢ montré au contraire que PKCa est impliquée dans la régulation
positive de la prolifération [339]. Cependant, une réduction du rejet du greffon a été observée
pour deux modeles murins ou PRKCA ou RHOH a été invalidé et dans lesquels ont été
réalisées des greffes [342, 343]. Ces résultats renforcent I’idée d’une relation entre ces deux
genes ; en revanche, les conséquences phénotypiques de leur expression seraient différentes

d’un type cellulaire a un autre.

Selon les conditions d’étude, RhoH présente des roles différents dans les lymphocytes
T : elle peut inhiber certains processus cellulaires, tels que la survie, la prolifération [104], et
dans d’autres circonstances, cette protéine est nécessaire pour I’activation et la signalisation
du TCR [3, 173, 177, 201]. Nous avons donc voulu identifier de nouveaux effecteurs de RhoH
dans les lymphocytes T.
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5.4 MAGEA9, MAGEB2, PASD1, SLA, CCRL2 et IL16, nouveaux
effecteurs potentiels de RhoH dans les lymphocytes T

Nous avons généré au laboratoire deux modeles cellulaires pour cette étude. Le
premier est composé de deux lignées : la premicere, la lignée ATL KK1 dans laquelle nous
avons restitué de maniére ectopique I’expression de RhoH, la seconde, cette méme lignée
n’exprimant pas la protéine exogene. Le second modele est constitué¢ de lymphocytes T isolés
du sang périphérique de donneurs sains stimulés 3 heures par soit de la ionomycine (S5uM)
entrainant une augmentation de 1’expression de RHOH, soit du DMSO (contrdle négatif).
L’analyse transcriptomique du modele KK1 nous a permis d’obtenir une liste de génes dont
I’expression est modulée par RHOH et que nous avons tenté de valider par RT-PCR
quantitative, dans notre second mode¢le. Nous avons ainsi montré que les genes NMU,
MAGEB2, PASDI, SLA, SH2DIB, MAGEA9 sont positivement régulés en présence de
RHOH, et qu’au contraire /QCG est réprimé. L’expression de RHOH conduit également a
I’augmentation de la quantité¢ de protéine CCRL2 dans ces cellules lymphoides T et a la
sécrétion d’IL16 dans leur surnageant de culture. La protéine Runxl est également plus
présente dans le noyau des cellules KK1 dans lesquelles le taux de transcrits RHOH est

augmenté. Ces protéines semblent donc étre des effecteurs potentiels de RhoH.

5.4.1 MAGEA9, MAGEB2 et PASD1, genes codant des
antigenes tumoraux

L’expression des genes MAGEA9, MAGEB2 et PASDI est induite par RhoH dans les
lymphocytes T activés et les cellules KK1. Notons qu’il s’agit de génes codants des antigénes
tumoraux. La famille des genes MAGE (Melanoma Antigen Gene) code pour des antigénes
tumoraux reconnus par les cellules T cytotoxiques et est hautement spécifique des cellules
cancéreuses. L’expression de certains géenes MAGE est utilisée pour la détection de cancers
colorectaux, cancers du sein, par exemple [344, 345]. Un vaccin réalisé a partir de peptides de
MAGEB?2 a été généré et utilisé dans des modeles murins de cancer du sein, et une réduction
des métastases dans 96% des cas [346]. L’expression de MAGEB?2 a été observée dans 50%
des leucémies T et 27% des lymphomes T cutanés [347, 348]. L’expression de cet antigéne

peut étre induite suite a 1’utilisation de drogues, favorisant le choix de cette protéine comme
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cible thérapeutique dans la prévention de rechutes. L’expression de PASD1 dans les tissus
normaux est restreinte aux testicules. PASD1 a tout d’abord été identifié comme étant un
antigene associ¢ a de nombreuses hémopathies malignes (lymphomes B diffus a grandes
cellules ou DLBCL, leucémies aigues myéloides, lymphomes folliculaires, lymphomes de
Burkitt, leucémies aigues lymphoblastiques de type T) [279, 349-353]. En raison de son
expression limitée dans les tissus normaux, PASD1 pourrait étre une cible thérapeutique de
choix pour la mise en place d’'une immunothérapie. Une stimulation in vitro de lymphocytes T
de patients atteints de LAM ou de donneurs sains par des peptides de PASD1 entraine une
expansion de lymphocytes T CD8" cytotoxiques spécifiques de PASD1, qui présentent une
activité de cytolyse a I’encontre des cellules tumorales exprimant PASD1 [354]. RhoH
pourrait donc favoriser I’expression de ces antigenes a la surface des cellules T. Dans le cas
de la lignée ATL KK1, ceci pourrait donc induire la reconnaissance de ces cellules tumorales
par les lymphocytes T cytotoxiques et ainsi augmenter la réaction immunitaire vis-a-vis de ces
cellules leucémiques, ce qui représente un effet bénéfique. En revanche, il est possible que ces
antigénes ne soient pas forcément exprimés dans les lymphocytes T sains (malgré
I’augmentation du taux de leurs transcrits suite a ’induction du géne RHOH). 1l sera donc
nécessaire de vérifier 1’expression protéique de ces antigénes a la surface des cellules des
deux mode¢les étudiés. Compte tenu que de plusieurs antigénes tumoraux semblent étre induits
lors de la restitution de I’expression de RhoH dans les cellules KK1, il serait intéressant

d’approfondir cet axe, pouvant représenter une possibilité thérapeutique dans I’ATL.

5.4.2 SLA, gene codant un inhibiteur de la voie du TCR

SLA ou Src Like Adaptor Protein (SLAP) régule le niveau d’expression du TCR/CD3
dans les thymocytes et les cellules T [355, 356]. 1l s’agit d’un homologue de la famille des Src
Kinases, incluant Lck, mais ne possédant pas de domaine kinase, contrairement aux autres
membres. SLA régule donc négativement cette famille dans les cellules T et la lignée Jurkat
en agissant comme un dominant négatif [355]. Plus récemment, il a ét¢ montré que SLA
régule négativement 1’expression du TCR/CD3 en favorisant la dégradation de TCRC dans les
cellules T [356]. L’expression de RhoH dans nos deux mode¢les lymphoides T induit une
augmentation du taux des transcrits SLA dans les cellules KK1-RhoH et les lymphocytes T
stimulés par la ionomycine. Ces résultats suggerent que le complexe du TCR serait dégradé en

présence de RhoH. Cette hypothese est en accord avec nos données montrant une réduction du
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taux de ZAP70 (protéine intégrée au complexe du TCR) dans les lymphocytes T stimulés par
de la ionomycine, réduction plus faible mais tout de méme observée dans la lignée KKI-
RhoH. RhoH semblerait donc aussi bien contrdler positivement la signalisation du TCR lors
de son activation mais également le réguler négativement [173]. Ces données pourraient
¢galement expliquer pourquoi dans certaines conditions, RhoH régule positivement la
prolifération et la survie cellulaire des lymphocytes T et dans d’autres, au contraire, les
réprime [104, 173]. 1l serait intéressant d’identifier ces conditions pour lesquelles dans les
lymphocytes T nous ayons soit une action positive de RhoH sur la signalisation du TCR, soit

au contraire une fonction répressive de cette protéine.

54.3 CCRL2 et 1IL16, protéines impliquées dans
I'inflammation

IL16 est une cytokine produite par les €osinophiles, les mastocytes, les kératiynocytes
et les cellules dendritiques [357, 358]. Elle est également synthétisée par les cellules T CD4"
et CD8" et sécrétée en réponse a un antigéne [357]. 11 a été montré que cette protéine induit la
migration vers le site d’inflammation des cellules T CD4", des monocytes, des éosinophiles et
des cellules dendritiques [357, 358]. De plus, I’'IL16 induit I’expression du marqueur CD25 a
la surface des cellules CD4" et les active, en synergie avec 1’IL2 et I'TL5 [359, 360]. CCRL2
(Chemokine CC motif Receptor Like 2) est un récepteur transmembranaire a 7 hélices a.
CCRL2 est exprimé par les progéniteurs hématopoiétiques, les cellules dendritiques, les
macrophages, les éosinophiles et les cellules T CD4" ou CD8" [361, 362]. Cette expression de
CCRL2 est augmentée en réponse a une stimulation par un anticorps anti-CD3 ou par I’IL2
[361]. L’invalidation de CCRL2 dans un mode¢le murin d’hypersensibilité a 1’ovalbumine
entraine une diminution de linfiltration leucocytaire, accompagnée d’une réduction du
recrutement des cellules dendritiques et de la production de cytokines de type TH2 et de
chémokines. CCRL2 fonctionne donc comme un récepteur proinflammatoire [362]. Le fait
que RhoH régule positivement la sécrétion de I’'IL16 dans le surnageant de culture et
I’expression de la protéine CCRL2 devrait donc favoriser les réactions immunitaires. Cela
pourrait donc expliquer que dans les lignées cellulaires ATL, RhoH étant faiblement
exprimée, ceci devrait favoriser 1’absence de réaction des cellules immunitaires vis-a-vis des
cellules leucémiques. En restituant I’expression de RhoH, nous devrions donc inverser cette

tendance. En revanche, une conséquence assez néfaste serait d’accroitre peut é&tre la
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prolifération des cellules tumorales, par effet autocrine, en augmentant I’expression du
récepteur a I’IL2 a la surface des cellules. Pour comprendre lequel de ces effets serait
prédominant par rapport a ’autre et ainsi juger de I'intérét thérapeutique, il faudrait générer
un modele murin de xénogreffe de I’ATL avec plusieurs groupes d’individus, dont 1’un
servant de contrdle, le second pour lequel une injection de cellules ATL exprimant la protéine
RhoH exogene sera été réalisée et le troisieme groupe d’individus dans lesquels les mémes
cellules ATL mais n’exprimant pas la protéine exogéne seront été injectées. En étudiant d’une
part les capacités prolifératives des cellules tumorales dans ce modele in vivo et en évaluant

les réactions inflammatoires, nous pourrions juger de 1’intérét thérapeutique de ces cibles.

En résumé, il serait trés intéressant de développer 1’étude des cibles potentielles de
RhoH dans les cellules T, tout d’abord en vérifiant I’expression des genes étudiés dans nos
deux modeles (KK1-RhoH et lymphocytes T activés), mais aussi en quantifiant leur
expression dans un troisieme modele (des lymphocytes T dans lesquels 1’expression du gene
RHOH aura été réprimée par transfection d’un ARN interférent spécifique de RHOH et
stimulés 3 heures par la ionomycine). En visualisant des phénomeénes inverses de ceux
observés dans les deux premiers modeles (lignée KK1-RhoH et lymphocytes T stimulés par la
ionomycine), nous confirmerions le réle de RhoH dans le contrdle de ces protéines et ainsi
validerions ces effecteurs potentiels de RhoH dans les cellules T. Nous pourrions ensuite
réaliser une ¢étude des conséquences physiologiques et/ou phénotypiques de I’expression de

ces effecteurs potentiels a partir des trois modeles générés.

Un troisiéme modele de leucémie, la leucémie aigue myéloide, nous a permis de
valider un mécanisme de régulation du géne RHOH mis en évidence dans les cellules

lymphoides B mais aussi de confirmer que PKCa serait un effecteur possible de RhoH.

5.5 Induction du gene RHOH et de sa cible potentielle, PRKCA,
par invalidation de JunD dans des cellules de LAM

Dans des cellules mononucléées de patients atteints de LAM de type 4 et de type 5,
I’invalidation de JUND tend a induire le géne RHOH et sa nouvelle cible potentielle PRKCA,

203



Discussion

mécanisme similaire a celui décrit dans les cellules lymphoides B JOK-1 et Raji.

5.5.1 Induction du géne RHOH par invalidation de JunD
dans les cellules de LAM

Ces résultats sont en accord avec la corrélation inverse observée entre I’expression

de JUND, plus fortement exprimé dans les cellules de LAM et le faible taux de transcrits
RHOH mis en évidence dans ces cellules [199, 282]. Une telle corrélation inverse a été
observée dans d’autres pathologies : la leucémie a tricholeucocytes, la leucémie T de ’adulte
mais aussi la leucémie lymphoide chronique, cette derniere étant caractérisée par une forte
expression des ARN messagers RHOH et une faible expression de JUND, contrairement aux
trois autres leucémies [283]. Cette corrélation inverse est également retrouvée dans d’autres
circonstances. En effet, il a ét¢ montré que I’expression de RHOH diminue au cours de
I’activation lymphocytaire T, et au contraire, celle de JUND est induite. En effet, dans la
lignée Jurkat, le traitement par le PMA entraine dés 20 minutes une répression du gene
RHOH et 2 Heures de ce traitement sont amplement suffisantes pour augmenter la fixation de
JunD a ’ADN [3, 104, 363]. La transcription du géne RHOH serait donc controlée
négativement par le facteur de transcription JunD aussi bien dans certaines leucémies, que
dans des conditions physiologiques. Il existerait donc une boucle de contrdle impliquant
RhoH et JunD. RhoH serait réprimée par JunD, conduisant ainsi a ’activation des protéines
RhoA, Racl et Cdc42 [104]. Racl et Cdc42 controlent positivement [’activation d’une
protéine de la famille des MAPK, appelée SAPK (Stress Activated Protein Kinase) ou encore
INK (cJun Nterminal Kinase), dans des cellules épithéliales et des cellules de leucémie aigue
promyélocytaire [364-367]. Ces voies de signalisation entrainent 1’activation de PAK1, un
effecteur direct de Racl, puis des protéines MEKK1 et MEK1, MAPK menant a I’activation
des JNKs [368-370]. Il y aurait donc une boucle de régulation négative entre RhoH et JunD

(Figure 88, ci-desssous).
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Figure 88 : Boucle de régulation des protéines JunD, RhoH et
Racl [11]. Notre étude a montré que JunD régule négativement
I’exptression transcriptionnelle du géne RHOH. D’autres équipes
ont montré que RhoH contrdle négativement 1’activité de Racl et
que Racl active MEKKI1 par I’intermédiaire de PAKI, ce qui
entraine une augmentation de I’activation des membres de la famille
Jun, dont JunD,

5.5.2 Induction de PRKCA, une cible potentielle de RhoH,
apres invalidation de JunD dans les cellules de LAM

Nos analyses de transcriptome validées par RT-PCR quantitative dans les lignées
lymphoides B démontrent que RhoH est un régulateur positif de PRKCA. 1l s’agit de
I’isoforme o de la protéine kinase C (PKC). L’invalidation de JunD dans les cellules
mononucléaires de LAM augmente [’expression du géne RHOH (comme décrit
précédemment), mais aussi de la quantité de transcrits PRKCA. 1 est intéressant de noter que
les patients présentant plutdt une diminution de RHOH suite a I’invalidation de JUND dans
les cellules LAM, ont également une réduction des transcrits PRKCA, renforcant I’idée d’une
corrélation positive entre RHOH et PRKCA, et de ce dernier comme étant une cible de RhoH.
Dans une lignée myéloide modele de la LAM (THP-1), PKCa induit la différenciation et
inhibe la prolifération [340, 341]. Dans les progéniteurs hématopoiétiques, elle limite la
survie et diminue la prolifération cellulaire [338]. Il a ét¢ montré que la restitution de
I’expression de RhoH dans des cellules LAM conduit a la déphosphorylation de Bad et ainsi
a une réduction de la survie cellulaire [183]. Il y a donc bien une corrélation positive entre le
role de RhoH et celui de PKCa. dans ces cellules leucémiques. Ces résultats s’accordent donc
pour désigner PRKCA comme effecteur de RHOH et positivement régulé par ce dernier dans

les cellules de LAM (Figure 89, ci-dessous).
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Figure 90 : Boucle de régulation entre JunD, RhoH et Racl amenant a un contréle de
I’expression de PRKCA [11]. Notre étude a montré que JunD régule négativement 1’expression
transcriptionnelle du géne RHOH mais également la cible potenticlle de RhoH, PRKCA.
D’autres équipes ont montré que RhoH contrdle négativement ’activité de Racl et que Racl
active MEKK1 par I’intermédiaire de PAK1, ce qui entraine une augmentation de ’activation
des membres de la famille Jun, dont JunD. La régulation de ces voies de signalisation
permettrait de contréer 1’expression de PRKCA, dans les cellules lymphoides B et les cellules
mononucléaires de patients atteints de LAM.
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6 Conclusion générale et Perspectives

RhoH est exprimé spécifiquement dans les cellules hématopoiétiques et plus
précisément dans les leucocytes. Le gene RHOH est transcrit en de nombreuses isoformes,
initiées en amont des exons 1, 2 ou 4. Dans les lymphocytes B et T, la quantification des
différentes catégories d’ARN messagers RHOH a permis de montrer que le promoteur P3
(situé en amont de 1’exon 4) est majoritairement actif dans les lymphocytes T et B. De plus,
nous avons mis en évidence malgré leur faible activité que les promoteurs P1 et P2, situés
respectivement en amont des exons 1 et 2, présentent une spécificité cellulaire : P1 est plus
actif dans les cellules T, au contraire P2 est favorisé dans les lymphocytes B. Nous avons
isolé le promoteur P3 minimal entre les nucléotides [-236/+67] dans les cellules B. L’étude
des mécanismes moléculaires impliqués dans la régulation du promoteur P3 dans les cellules
B a permis de montrer I’implication des facteurs de transcription AP1 et NF«B dans le
controle de P3. En particulier JunB, c-Fos et NFxB activent ce promoteur dans les cellules B
et JunD le réprime. Compte tenu des résultats, il faudrait envisagée d’une part, confirmer le
role de NFkB dans la régulation du promoteur P3 et du géne RHOH ; d’autre part, d’identifier

tous les partenaires protéiques du complexe AP1 intervenant dans cette régulation.

La restitution de I’expression de RhoH contrecarre le phénotype tumoral de la
leucémie a tricholeucocytes (leucémie de type B, HCL) en diminuant la prolifération,
I’adhésion et la migration des cellules leucémiques. La répression du gene RHOH dans ’HCL
est associée a une réduction du taux de transcrits initiés en amont de I’exon 4 et a une
diminution de I’activité du promoteur P3. L’étude des événements moléculaires impliqués
dans la dérégulation de ce promoteur dans des lignées modeles de I’'HCL a permis de montrer
des résultats prometteurs : 1’inhibition du facteur NF«xB pourrait entrainer une levée de la
répression du promoteur P3 dans ces cellules. Cette étude préliminaire nécessite d’étre validée
et appronfondie mais présente un grand intérét pour nous. Notre objectif serait de montrer que
I’inhibition de NFkB permet non seulement une reconstitution de I’expression de RHOH dans
les cellules HCL, mais pourrait potentiellement a elle seule contrecarrer la progression
tumorale dans cette pathologie. Compte tenu du réle de RhoH dans les cellules de la leucémie
a tricholeucocytes, nous avons essayé d’identifier de nouvelles cibles potentielles de RhoH

dans les cellules B. Nous avons ainsi montré que RhoH induit ’expression de deux genes,
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RAMPI et PRKCA. Les protéines codées par ces génes sont impliquées dans le contrdle
négatif de la prolifération cellulaire, dans certaines conditions. Les résultats préliminaires
obtenus semblent trés prometteurs et devraient €tre confirmeés par la suite. Nous devrions ainsi
étudier I’expression de ces protéines dans nos modeles ainsi que leur activité. Si nous
parvenions a confirmer leur fonctionnalité, il serait intéressant d’étudier par quels moyens

RhoH controle I’expression de ces deux genes dans les cellules B.

Dans la leucémie aigue myéloide, I’invalidation du facteur de transcription JunD induit
une augmentation de ’expression de RHOH et de son effecteur probable, PRKCA. La
restitution de I’expression de RHOH contrecarre la progression de la leucémie HCL. Par
analogie, on pourrait se demander si I’induction de RHOH par invalidation de JunD
entrainerait €galement une diminution des processus de prolifération, d’adhésion et de
migration cellulaires dans les cellules de LAM. En perspectives, il serait donc trés intéressant
d’étudier le phénotype des cellules LAM dans lesquelles 1’expression de RHOH aurait été

augmentée, ainsi que 1’expression et activité de cette nouvelle cible potentielle PKCa.

Les résultats de nos travaux sur la régulation du promoteur P3 du géne RHOH au cours
de I’activation lymphocytaire T et sa dérégulation dans la leucémie T de 1’adulte sont encore
trop préliminaires. Ce projet nécessite encore beaucoup de travail. En revanche,
I’identification de nouveaux effecteurs potentiels de RhoH a permis de mettre en évidence
qu’elle semble controler positivement 1’expression de SLA, codant un inhibiteur de la
signalisation du TCR, la synthése de protéines proinflammatoires, CCRL?2 et IL16, ou encore
de génes codant des antigenes tumoraux, dont I’expression par les cellules de la leucémie T de

’adulte pourrait favoriser les réactions immunitaires a I’encontre de ces cellules leucémiques.

La caractérisation des mécanismes moléculaires pouvant restaurer 1’expression de
RhoH et ainsi I’expression de protéines proinflammatoires, antigéniques ou impliquée dans la
prolifération dans la leucémie a tricholeucocytes et la leucémie T de I’adulte nous permettrait
de proposer de nouvelles stratégies thérapeutiques. Par exemple, 1’utilisation de molécules

telles que des inhibiteurs de facteurs de transcription, comme NF«B, serait envisageable, ce
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qui bloquerait peut étre la progression tumorale de ces cellules tumorales. Nous présentons
dans ce travail de thése les premiers résultats prometteurs obtenus dans 1’étude de ces

mécanismes.
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