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Avant-propos

Mon travail de these s’est déroulé sur deux lalbmex de recherche, le laboratoire de
Biologie du Développement a l'université de LillefllI'unité CNRS UMR 8161 Institut de
Biologie de Lille (ex UMR 8117) au sein de I'InstitPasteur de Lille.

Je tiens a remercier :

Les professeurXavier Desbienset Hubert Hondermarck qui se sont succédés en
tant que directeurs du laboratoire de Biologie divé&loppement et le professeYivan de
Launoit, en tant que directeur de 'UMR 8161 de m’avoircuallie au sein de leur
laboratoire.

Anne, méme si vous étes trop jeune pour étre ma meres avez réellement été ma
maman scientifique et méme plus encore. Vous m’aeordé toute votre confiance, et
m’avait permis d’avancer sereinement dans ma tli&see saurai jamais assez vous remercier
pour tout mais aussi de m'avoir accepter telle j¢(gtais avec mes doutes et mes stress. J'ai
trouvé en vous quelqu’un avec qui j'ai aimé discufge ce soit scientifiqguement ou de tout
autre chose (dont la grande aventure du jardingge)ant parfois des heures... Je n'oublie
pas que je vous dois toujours beaucoup de paqadtaides Tagada.

Xavier, merci pour ton soutien et ta confiance tout anwglae ma these, d’avoir
accepté d’étre mon directeur de thése pendant s 4e ma thése, mais aussi les bonbons
qui venaient marquer toutes nos réussites. Jeuteage un bon rétablissement et de pouvoir
profiter maintenant de toute ta famille.

Yvan, merci de m'avoir accepté dans ton équipe et faoutien que tu as accordé a
ma these. Je suis heureuse que aujourd’hui tugsufagre parti de mon jury de these. Je te

remercie d’avoir accepté de prendre la place ddiur de these pour ma soutenance.

Je souhaite remercier vivement les membres dypouy I’honneur qu’ils me font :

Les Pr Phillipe Birembaut et Dr Rosita Winkler, qui ont accepté de juger ce travalil
et d’en étre les rapporteurs.

Les Dr Guillemette Huet, Pr Phillipe Delannoy et PrJean-Pierre Vilain, qui ont

bien voulu examiner ce travalil.

3

© 2007 Tous droits réservés. http://www.univ-lille1.fr/bustl



Thése de Virginie Firlej, Lille 1, 2006

Je remercie également :

Isabelle, pour son aide précieuse, pour sa bonne humeudjdeussions anti-stress et
sa gentillesse au quotidien. Sans toi, jamais mseth’aurait aussi bien avancée.

Arndt Benecke, pour sa collaboration dans le projet de micrenarde te remercie
d’avoir cru en ce projet, mais aussi de m’avoiroadé de ton temps, pour m’apprendre cette
technique, répondre a mes nombreuses questiodssaner et m’aider dans leur analyse.

Corine Glineur, qui m’a permis d’accéder au matériel de PCR (qtaive mais aussi
a eu la gentillesse de m'y initier et a toujours p& temps de répondre a toutes mes questions

Patrick etNathalie, merci pour toutes les manipulations sur les squour lesquelles
vous m’avez apporté votre aide indispensable. Uit pwt particulier pour Nathalie pour
m’avoir si souvent avec humour rappelé la couleernndes cheveux et pour ses cafés

« retrouve sourire ».

Mes années de thése n'auraient pas été pareilisst@as mes camarades de thése ou
de post-doc qui m’ont accompagnés au long de ees 5of course in the pocket):

Nathalie, ma grande sceur, tu as été la a tous les momamitsegsoit de bonheur ou de
déprime. Merci pour tout, pour toutes ces discussicientifiques ou non autour d’'un thé,
d’'un verre, ect.., de tous ces moments ou l'onfaitree monde. Tu es une des plus belles
rencontres que j'ai faite dans ma vie. Profitesildle ton bout de chou, je te souhaite plein de
bonheur. J’espere ne jamais te perdre de vue atejteeamitié durera longtemps.

Alessandrg mon colocataire de « cagibi » qui m’a tout apenismatiere de blagues
nulles, grace a qui mes digestions enzymatique® plois eu la méme saveur et avec qui j'ai
revécu tant de matchs de foot. Merci aussi d’atmijours eu un bonbon pour me sauver la
vie...

Mes amies « les filles de la nouvelle staEmma, Elsa et Steph, pour toutes nos
discussions de filles plus ou moins sérieuses awtaun thé, d’'une biére (et de mon jus de
tomate), les fous rires et toutes nos soirées déesoa Christophe. On remet ¢a lI'année
prochaine avec deux groupes, les parisiennes dilltéses, et des rencontres fréquentes je
l'espere.

Chann, toutes mes semaines ont été rythmées grace patoun cendrier et un
hippopotame, Rick Hunter ou la patrouille des édyh... merci pour cette super ambiance
auquel tu as participé par ta gentillesse et tanduur.

Samuel mon réalisateur préfére, pour toutes les disonsssous une hotte de culture,

tous ces délires, et tes supers bons gateaux...
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Cindy, merci pour ton soutien dans ces derniers momentsalthése, les discussions
de filles et nos TP communs...

Merci a vous tous pour votre gentillesse, votrespnée tout au long de ma these et
votre aide.

Mais aussi, tous les autres, pour tous ces monpantagés Valérie, Béné Yohann,
Kathye, Julien, Dana, Rodrigue, Nicolas, Béné, Fred, Seb, Catherine, Vingie. A tous, je
vous souhaite plein de réussite pour la suite etirpeur tout.

Je tiens aussi a remercier toutes les personnergufait partie de mes deux
laboratoires d’accueil, pour leur aide a un monwnt un autreAlbin, Christophe, David,
Didier, Elisabeth, Eric, Ikram, Isabelle, Jean-Jacques Jean-luc Johann, Laurent,
Mathilde, Xuefen, Zoulika, mais aussi toutes les personnes de la dent fieet’'[BL.

Loic etGilles, pour leur aide avec photoshop et le chemidoc.

Merci aFranck, le garcon dans un bureau de filles. Puisse®twér autant de plaisir
dans ce sujet que j'en ai moi-méme trouve. Je wbate bonne chance pour cette année de
master.

Je ne peux pas finir ces remerciements sans phelena petitdMaud, pour m’avoir
apportée une aide précieuse vers la fin de ma,tipgse sa bonne humeur, pour toutes les
discussions dans le bureau. J'espere que tu rasiskins ton avenir, tu le mérites.

Je tiens aussi a faire ici un clin d’ceil a mon adeel0 ans, qui m’a suivie jusqu’ici
avec une amitié sans failleyédérique, merci d’avoir toujours été préte a m’écouter et a
m’accueillir dans ton coin paume.

Enfin, je voudrai remercier tous ceux qui ont éaégil’'ombre de cette thése, mais qui
m’ont tout le temps soutenumesparents, mon petit frére et mes amis. Tout ¢ca n’aurait pas

été possible sans vous...
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Résumé

Les facteurs de transcription du groupe PEAS3, EHE81 et Pea3 (appartenant a la
famille ETS) sont exprimés dés les stades d’emlayege précoce dans un grand nombre de
tissus et organes. Leur surexpression est souveril@ au statut tumorigene des cellules et
a I'évolution métastatique, notamment dans le modéhmmaire. Des cellules mammaires
murines a caractére « normal » surexprimant letetdas Erm et Pea3 présentent la capacité
de faire spontanément de la morphogenése et dpsgiés invasiveq vitro. Ces modeéles
ont permis la mise en évidence de nouvelles cibleculaires de ces facteurs : les génes
bax, cycline D2et p55%. Le travail de thése s’est orienté autour de dses : la mise au
point de modeles cellulaires mammaires d’inhibititlenl’expression des facteurs Erm et Pea3

et I'étude de la régulation des génes cibias,cycline D2etp55°.

Nous avons pour cela utilisé deux lignées de @dlmhammaires murines, une lignée
de cellules a caractére « normal », les TAC (commoeeéle cellulaire de morphogenese) et
une lignée canceéreuse, les MMT (comme modele egkutle tumorigenése), et le processus

d’ARN interférence pour réprimer I'expression dastéurs Erm et Pea3.

L’étude des modifications morphogénétiques desilesiMMT dont I'expression du
facteur Erm comme celle du facteur Pea3 est inhim@atre que ces cellules présentent une
perte de leur capacité de prolifération, de migraet d’invasionin vitro. Injectées en sous-
cutané a des souris immunodéficientes, ces celiutizésent la formation de tumeurs de taille
réduite par rapport aux cellules contréles, cordininl’implication des facteurs du groupe

PEA3 dans les événements conduisant a la canc@&smen

La caractérisation de la régulation du géree par les facteurs du groupe PEA3 a
permis de mettre en évidence un nouveau mode deatém non encore décrit pour ces
facteurs, impliquant une interaction avec le factdGF-1 sans liaison directe des facteurs
PEA3 a I'ADN. Celle des deux autres génes cildgsline D2et p55% est en cours. La
modulation de leur expression a été confirmée dsmsnodeles cellulaires de répression de
I'expression des facteurs Erm et Pea3. L'étudeede iégion promotrice a permis de définir
des sites de régulation dont la caractérisaticie @esffiner.

La mise au point des différents modeles dans lésd@xpression des membres du
groupe PEA3 est modulée nous a conduit a initier iatherche plus compléte des cibles
moléculaires des facteurs Erm et Pea3 par utihsade puces a ADN (Applied Biosystems)
avec pour but la corrélation avec les modificatiphgnotypiques liées a la modulation de
I'expression des facteurs du groupe PEAS.
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Introduction

I- Glande mammaire : morphogenése et tumorigenése

1- Morphogenése de la glande mammaire : un exemple
de morphogenése de branchement

a- Les différentes étapes de la morphogenése mammaire

La glande mammaire est un organe a morphogenesradehement, mais qui au
contraire des autres organes « branchés » se ggeeldurant 'adolescence plutdt que
pendant le développement fcetal.

Chez la souris, on retrouve cinq paires de glandammaires le long de I'axe
antéropostérieur (Figure 1).

MG1

- MG2 -
MG3

_ MG4
MGS,

=

Figure 1 : Position des cing paires de glandes manaines chez la souris.
D’aprés (Veltmaat et al., 2003) (E10,5 jours).

Le développement embryonnaire de la glande mamrdabate a 10,5 jours apres la

fécondation par la formation, le long de I'axe aopdstérieur, de deux crétes mammaires.

A E11,5, cinq paires de placodes se forment le tegycrétes a partir de I'ectoderme.
On pense que ces placodes proviennent de la noigrakes cellules a partir des crétes
mammaires (Figure 2).
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Le troisieme stade consiste en linvagination deBules de la placode dans le
mésenchyme sous-jacent pour former les bourgeonsmaaes, indépendants de I'épiderme
sur-jacent. A E12,5-13, ces bourgeons épithéliaant wisibles. Si chez les femelles, le
développement va étre temporairement arrété, ehezale, les bourgeons déegénerent entre
E13,5 et E15,5. A E15,5, chez les femelles, le id@pement reprend quand chaque bourgeon
s’allonge pour former un cordon qui envahit le préeur du «fat pad ». Le «fat pad »
correspond au stroma entourant les tubes épitlxéirmmmmaires. Chaque cordon forme une
lumiére qui s’ouvre sur la surface a I'endroit etmiamelon se formera. A E16, les premieres
ramifications apparaissent et a E18,5 les cordensosit développés en petits arbres. A la
naissance, la glande mammaire sera constituée athine rudimentaire formé d’'un conduit
principal et de 15 a 20 branches secondaires eedaible partie du « fat pad » (Hens and
Wysolmerski, 2005; Veltmaat et al., 2003).

E11.5 E12.5 E13.5 E14.5
ec ;jgcode A bud fbud _ ~
e S —— =" S, —— = CF, f
} b % sl J\J'J N
dermat / m S vl m, .~ dm
mesenchyme mammary S ____-__,.f
mesenchyme \dense fat pad
precursor
E15.5 E16.5 E18.5
nipple sheath 4 ns._ =
--:-= ﬁ_r ——| _—:’—f _/ . __\‘.. L-'{h‘,‘ -J';— dm
/'kﬁ A E?L ﬁéﬁ_# =\ S mm
‘5' "37 ~<dm w4 R N
fat pad - - g!afnd -
precursor _ T _

Figure 2 : Les différents stades de I'embryogenéske la glande mammaire chez la souris.

D’apres (Veltmaat et al., 2003).

A E11,5, les placodes se forment puis vont s'invegidans le mésenchyme sous-jacent pour former
les bourgeons épithéliaux (E12,5-13,5). A E15,5bdeirgeon s’allonge dans le futur « fat pad »,

s’ouvre au niveau du futur mamelon (E16,5) et comeeei se brancher a E18,5. Au final, on obtient
un arbre rudimentaire a la naissance.

ec: ectoderme; dm: mésenchyme dermique ; mmsenoByme mammaire, ns: ébauche du
mamelon.
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Le reste du développement se fait aprés la naigsdblez la souris, jusqu’a la
puberté, la glande mammaire, a I'état rudimentairgit en paralléle de la croissance normale
du corps. A la puberté, le branchement commencéagten hormono-dépendante. A cette
étape, les bourgeons terminaux se forment a I'edtéedes tubes et pénetrent dans le « fat
pad » au fur et a mesure que les tubes épithékallongent. Ces bourgeons terminaux
contiennent les cellules précurseurs des cellupthadiales de la lumiere et des cellules
myoépithéliales. De nouveaux tubes primaires sendat par bifurcation des bourgeons
terminaux et des branches secondaires se forntérdllEment a ces tubes. La morphogenese
de branchement se fait par des étapes succes&vplifération cellulaire et apoptose au
niveau des bourgeons terminaux, pour avoir la ftiionales tubes et des lumiéres. Plus tard,
un troisiéme systéme de tubes va se former en sépaux hormones ovariennes pour arriver
a un arbre final. Des structures lobulo-alvéolaiesat alors pouvoir se former pendant la

grossesse aux extrémités des branches tertiabesl{&ht, 2006).

b- Les molécules impliquées dans la morphogenése de branchement

Le branchement pendant 'embryogenese et la pubstteégulé par différentes voies
hormonales et de signalisation. L’embryogenése manenest hormono-indépendante, tandis
gue le branchement a la puberté est régulé pamdssogénes et leurs récepteurs. Le
branchement tertiaire nécessite lui I'activation lpgorogestérone et son récepteur (Sternlicht,
2006). La morphogenése est de plus coordonnée rpatialogue entre I'épithélium des

branches en formation et les cellules stromaleg@mvantes.

Les données sur les molécules connues a I'heunelEEctomme pouvant intervenir
dans le branchement de la glande mammaire et taat@n de tubes sont résumées dans le

tableau 1.

25

© 2007 Tous droits réservés. http://www.univ-lille1.fr/bustl



Introduction

Thése de Virginie Firlej, Lille 1, 2006

Régulateur Agonistes Antagonistes Cibles Effet
GH-R (st) GH (pit) IGF-1 (st) Général
IGF-1R (ep) IGF-1 (st) IGFBPs (st) Inconnu Général
ERa (st/ep) E1/E2 (ov) Amphiréguline Général
PR-B ER, P (ov) Wnt4, RANKL Branchement
tertiaire
EGFR (st) Amphiréguline Sprouty ? MMPs, FGFs Général
(ep)
Amphiréguline  ER, ADAM17 HSPGs EGFR Général
(ep) (ep)
ADAML17 (ep) PPCs TIMP3 Amphiréguline Général
MMP-14 (st) EGFR, PPCs TIMPs2-4 MMP-2, colll Généra
MMP-2 (st ?) TGB, ER, MMP- TIMPs1-4 Colll Allongement
14
MMP-3 (st) Epimorphine TG, Inconnu Branchement
TIMPs secondaire
met (ep) HGF/SF MMPs, intégrines... Geénéral
FGFR2 (ep) FGFs (st) Sprouty2 Inconnu TEB
ErbB2 (ep) Inconnu Inconnu Inconnu TEB
Epimorphine Métalloprotéases Inconnu C/EBRMMPs Branchement
(st/me)
TGH31 (ep) ER, MMP, LAP MMPs, TGBRI/II Espacement
plasmine
CSF-1R (nd) CSF-1 (ep) Recrutement des TEB
macrophages
CCR-3 (e0s) Eotaxine Recrutement des  Branchement
€osinophiles
Intégrineal1p2 Lamines, TEB, tubes
(ep) collagénes
DDR1 (ep) collagénes TEB, tubes

Tableau 1: Régulateurs de la morphogenése mammajr@gonistes, antagonistes, et
roles.

D’apres (Sternlicht, 2006).
TEB = bourgeon épithélial terminal, ep = épithéljust = stroma, @ = macrophages, eos =
éosinophiles, pit = glande pituitaire.

Les premiers éléments de régulation sont les hoesen les facteurs de croissance.
Les hormones ovariennes comme celles de la glantlgtape sont essentielles au
développement de la glande mammaire post-pubert@té, IGF-1, ER et leurs récepteurs
sont indispensables a la mise en place de la glexademaire (Sternlicht, 2006; Visvader and
Lindeman, 2003). La progestérone n’est pas indsgigle pour le branchement primaire ou
secondaire, mais elle est nécessaire pour le beamaft latéral. Néanmoins les mécanismes

impliqués ne sont pas encore bien connus (StetnRO06).

L’EGFR est aussi trés important pour la morphogengs branchement qu’il va
promouvoir par lintermédiaire de plusieurs de demnds dont I'amphiréguline. Les
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événements en aval de 'TEGFR ne sont pas encanecbienus, mais on sait que 'EGFR va
stimuler I'activation des métalloprotéases comm&liMP-2 et la MT-1-MMP ou encore le

FGF. Enfin, un dernier partenaire potentiel deda&ewe 'EGFR est Erb2, récepteur tyrosine
kinase (Sternlicht, 2006). ErbB2 est impliqué ddmsdéveloppement canalaire durant la

puberté et 'adolescence (Jackson-Fisher et @420

D’autres molécules et voies sont impliquées dansi@eeloppement de la glande

mammaire dont :

- le facteur de transcription MSX2, qui en plus da sdle dans le développement
embryonnaire a un role dans le branchement a Esdehce (Hens and Wysolmerski, 2005;
Visvader and Lindeman, 2003),

- PTHrP et son récepteur, requis pour le maintiebalirgeon épithélial terminal et
pour la formation de I'arbre épithélial rudimengaiors de I'embryogenése (Dunbar et al.,
2001; Hens and Wysolmerski, 2005),

- les facteurs LEF-1 eficaténine qui font partie de la voie de signalisatWnt,
impliqués dans le développement des tubes épithéles du maintien de lidentité des
cellules alvéolaires (Hens and Wysolmerski, 2008y&der and Lindeman, 2003),

- les voies de signalisation Hedgehog peuvent affediéérentes voies de
signalisation qui régulent le branchement mammaiyant les voies Wnt, Notch, T@Ft
PTHrP (Sternlicht, 2006),

- 'HGF/SF, son récepteur c-Met et son adaptateurlGaint importants pour la
tubulogenese au cours de la morphogenese mammasario and Birchmeier, 2003),

- 'épimorphine va stimuler [I'expression de moléculegquises pour la
morphogenése de branchement et la morphogenése ananRadisky et al., 2003, Visvader
and Lindeman, 2003),

- les macrophages et les éosinophiles collaborent ipfluencer la morphogenese

des tubes épithéliaux (Gouon-Evans et al., 2002).

La matrice extracellulaire, les récepteurs de lariceextracellulaire et les enzymes
de dégradation de la matrice sont aussi des régutaimportants de la morphogenese de
branchement. Les Intégrineset B, la DDR1, la Galectine ou Ig1,4 Galactosyltransférase
font partie de ces molécules ayant un role diraosda morphogenése mammaire. En plus de
ceux-ci, d’autres composants de la matrice exti@da@ke vont pouvoir lier et séquestrer des

molécules importantes pour le branchement. Lesrmeagyde la matrice extracellulaire vont
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pouvoir enlever des barrieres physiques, révéler steictures cachées et permettrent le

relargage de molécules de signalisation (Fata,e2@04; Sternlicht, 2006).

Enfin, chacune des molécules précédemment citéles enhibiteurs spécifiques dont
certains, s’ils sont perdus, vont accélérer le ggeus de morphogenese. En plus de ces
inhibiteurs propres, le T@GR agit comme un régulateur négatif de la morphogerde
branchement (allongement canalaire et branchenagétal) (Hinck and Silberstein, 2005;
Sternlicht, 2006).

2- La tumorigenése mammaire

Un cancer se déclare en plusieurs étapes :

- la transformation cancéreuse d’'une cellule,

- I'expansion clonale de la cellule,

- la croissance de la masse tumorale, qui va enyabgressivement les tissus
adjacents au niveau local,

- la dissémination des cellules cancéreuses.

Différentes formes de cancers sont décrits :

- I'hyperplasie: lors de linitiation, une cellule est génétiquamh modifiee, elle
reste normale mais se multiplie trop vite,

- la dysplasie les cellules vont se dédifférencier. Les cefiidentinuent a proliférer
de maniére anarchique et présentent en plus de#ficatdns structurales et
fonctionnelles. Ce stade n’existe qu’'au niveauh&pisl (dysplasie et hyperplasie
sont notées comme des Iésions pré-cancéreuses)

- le cancerin situ: les cellules épithéliales proliférent uniquemantniveau local.

Par exemple, lors d’'un carcinome, les cellulesh@&ticles proliferent au niveau de
I'épithélium, mais ne franchissent pas la membrbasale (ce stade existe que
dans les cancers épithéliaux),

- le cancer invasif les cellules vont dépasser le niveau local. dadkiles tumorales

envahissent le tissu conjonctif selon un processcisf et complexe lié a

I'acquisition de nouvelles propriétés biologiquEgy(re 3).
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Différentes nomenclatures sont utilisées pour I#érdnts types de cancer selon leur

origine et leur localisation. Celles-ci sont résesdans le tableau 2.

Origine du cancer

Nomenclature

Epithélial
Mésenchymateux
Lympho-hématopoiétique
Systeme nerveux central
Endocrinien

Carcinome
Sarcome

Lymphome (si tumeur solae)eucémig
Variable selon l'origine:(astrocytome

Variable selon l'origine et I'histoleg
(ex : cancer du poumon a petites celltﬁs)

Tableau 2 : Nomenclature des différents cancers sl leur origine.

On trouve des cancers bénins dont la terminologieddférente. Pour les tissus

épithéliaux, on décrit les adénomes ou papillorbénjns et les carcinomes, malins. Pour les

tissus d’origine mésenchymateuse, les tumeurs bésigont décrites par le nom du tissu

d’origine + ome (ex : lipome, fiborome ...

d’origine + sarcome (ex : liposarcome, fibrosarcamge

Les cancers malins du sein sont de deux types :

), les tumeumalignes sont décrites par le hom

- les carcinomesn situ: canalaire (CCIS) ou lobulaire (CLIS). La protdéon

épithéliale maligne est dans la lumiere soit duat@alactophorique (carcinome

canalaire), soit des acini situés dans les lob{dascinome lobulaire). Dans tous

les cas, les membranes basales restent intactes,

- les carcinomes infiltrantsce sont des cancers envahissant le tissu mammair

évoluant localement puis essaimant (le premierisetst constitué par les

ganglions axillaires). Ces carcinomes sont le glogvent canalaires (75%), ou

lobulaires (4 a 11%). Il existe d’autres formessplares de carcinomes infiltrants :

tubuleux, mucineux, kystique, apocrine, médullawmda maladie de Paget.

Les cancers du sein peuvent également donner destases a distance notamment

au niveau des os, du foie, des poumons, de laglderla peau et du cerveau.

© 2007 Tous droits réservés.
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Ivlitastase dans un organe distant

3 . Ty

Canal galactophore  Hyperplasie atypique  Carcinome canalaive in-sitn Carcinome canalaive infiltrant
en coupe franse rsal
avec épithélinm nommal

Figure 3 : Différents stades dans le cas d’un canceanalaire du sein.

D’apres http://home.scarlet.be

A partir d’'un tube épithélial, les cellules épitlaéds sous I'influence de divers signaux vont péoér

de facon anarchique jusqu’au stade de I'hyperplasipique. Les cellules se dédifférencient,
acquierent des modifications structurales, maisicoent de proliférer au niveau local pour donner u
carcinomein situ. Les cellules vont ensuite grace aux modificatiphénotypiques pouvoir passer la
membrane basale pour donner un cancer invasif.
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IT- Mécanismes de la tumorigenése

Le génotype des cellules cancéreuses permet useoh@mnt en 6 altérations de la
physiologie de la cellule :

- indépendance par rapport aux signaux de croissastialaire ou du cycle

cellulaire,

- perte de la sensibilité par rapport aux signaukotifératifs,

- échappement a I'apoptose,

- potentiel réplicatif illimité,

- conversion angiogénique,

- invasion et métastase.

On peut y ajouter l'instabilité génomique (Hanakad Weinberg, 2000) (Figure 4).

Facteurs exogénes et endogénes
Instabilité génomique

Ll

Activation d'oncogenes
Inactivation de génes supresseurs de tumeurs

Ny

Perturbation de la croissance et expansion clorale——>

Perte de la différenciatiopF————>

Invasion —>

Survie accrue—————————>

Cancer invasif et métastass

[

Epithélium I:> HyperplasieE> Dysplasie E>
normal adénome Cancelin situ

1r

< Inhibiteurs Eléments locaux et systémiques de I'héte  activateurs >

Figure 4 : Représentation schématique des modifidahs génétiques, épigénétiques et
phénotypiques du développement d’un cancer épithéli.

Adapté de (Mareel and Leroy, 2003).
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a- Indépendance aux signaux de croissance cellulaire

Les cellules normales requiérent des signaux dessamoce pour passer d'un stade
guiescent a un stade prolifératif. Ces signaux santsmis par des récepteurs de surface qui
peuvent lier des facteurs de croissance, des canisosde la matrice extracellulaire ou des

molécules d’adhérence ou d’interaction cellulewdell

Les cellules cancéreuses deviennent progressiveimidpendantes par rapport a ces
signaux. Elles acquierent la capacité de synthrétise facteurs de croissance auxquels elles
sont sensibles, il s’agit de leur fonction autoeriiNGF, EGF, IGF...). De méme, une
surexpression des récepteurs de ces facteurs desarroe est observée, comme celle de
HER2/Neu dans les cancers du sein. Les cellulesécanses vont aussi pouvoir permettre
'expression de certains récepteurs de la matndeeellulaire comme les intégrines pour
transmettre les signaux pro-prolifératifs. Elleswwaussi agir sur les cellules du stroma pour
gu’elles relarguent des facteurs de croissance ghtam and Weinberg, 2000; Sledge and
Miller, 2003).

b- Perte de sensibilité aux signaux anti-prolifératifs

Dans un tissu normal, les signaux anti-prolifésatjermettent de maintenir la
guiescence cellulaire et ’homéostasie tissuldies. cellules cancéreuses peuvent passer outre
ces signaux. Dans les cellules normales, dans ddneoix cas, ces signaux entrainent un
blocage du cycle cellulaire en phase G1. Les @dldpithéliales de sein recoivent des
signaux de facteurs de croissance, hormones, ogskmatrice extracellulaire qui convergent
vers l'inactivation de la voie pRb en affectantnigeau des cyclines et des inhibiteurs des
CDK, donc la transition G1/S. La protéine pRb blegla prolifération cellulaire en
séquestrant et altérant la fonction des protéines gui contrdlent de nombreux genes
importants pour la progression G1/S. Le blocagecdtte voie libere E2F, permet la
prolifération et rend la cellule insensible auxnsigx (Caldon et al., 2006; Hanahan and
Weinberg, 2000).

Les sighaux sont ceux :

- des récepteurs tyrosine kinases (en particulieB Edms les cancers du sein),

- des intégrines qui transmettent l'information de rfetrice cellulaire et du
cytosquelette,

- de la régulation hormonale (cestrogéne, progestgrone
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- de la voie du TGF et donc de Smad. La voie du Tghhibe la voie G1/S par
induction des inhibiteurs de CDK et modulation @etivité des CDK (Caldon et
al., 2006).

L’inhibition de la voie pRb va pouvoir se faire @ut les niveaux de ces voies, mais

aussi directement au niveau du gene ou de la peofRb.

La figure 5 reprend les roles des cyclines, Cdklabiteurs de Cdk (p21, p27) dans la
transition G1/S. La cycline D1 comme le complex&Z&ycE peut phosphoryler la protéine
Rb. E2F va alors pouvoir réguler I'expression deydine E. p21 et p27 sont régulés par ces

deux complexes Cdk-cyclines, mais inhibent le cex@ICycE/Cdk2 (Caldon et al., 2006).

L’expression des cyclines, Cdk, inhibiteurs de G altérée dans de nombreux
cancers. La cycline D1, la cycline la plus commueénexprimée dans les cancers du sein est
retrouvée tres tot dans ces cancers au niveau figper atypique ou cancer canalairesitu.

De plus, la surexpression des cyclines et Cdk, cetanperte d’expression des inhibiteurs de

Cdk est associée a un mauvais pronostic dans ocegsrsa(Caldon et al., 2006; Sledge and

Miller, 2003).
2
G- ® - & N
Dégradation
I p21/p27
E2F T@ =) ‘
®—— &

| Entrée en phaselS

Figure 5 : Les cyclines et les Cdk régulent la trasition G1/S.

Le complexe CyclineD1/Cdk4/6 permet la phosphoigtate la protéine pRb. Celle-ci va pouvoir
libérer la protéine E2F et ainsi permettre la tcaipsion de la Cycline E. La Cycline E en interagist
avec Cdk2 va pouvoir permettre I'entrée en phas®eplus, il existe une boucle de régulation
positive de ce complexe qui va permettre la phogdtion de Rb. p21 et p27 sont nécessaires a la
régulation du complexe Cdk2/Cycline E.
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c- Echappement a I'apoptose

L’apoptose est la mort cellulaire programmeée ddsles. L'apoptose ne nécessite pas
de nouvelle transcription ou traduction, mais uctevation. Les signaux induisant I'apoptose

peuvent étre (Figure 6) :

- extrinséques : par activation du TNFR (par le @NFe I'lGF1R (par I'|GF-1/2),
IL-3 (par IL-3R), FasR (par Fas ligand), de Tr&D95... ou des modifications
des liaisons cellule-cellule ou cellule-matriceragéllulaire.
L’activation des récepteurs de mort permet I'attora des caspases initiatrices (8 a
10), puis vont permettre I'activation des caspafkstrices.

- intrinseques : liés aux modifications intra ou agéllulaires, comme I'hypoxie, les

dommages a I’ADN, ou la privation en facteurs dessance...

L’induction de I'apoptose se produit au niveau a@enlitochondrie. Il va pouvoir alors
y avoir relargage du cytochrome C. Les protéinesadiamille Bcl-2 régulent I'activité au
niveau de la mitochondrie. Les effecteurs terminsomt toujours les caspases. p53 peut agir

au niveau de ces deux voies.

Dans les cancers, le blocage est possible a tmgetapes. Tout d'abord, la mutation
de p53 est souvent retrouvée dans les cancersaréioufier le cancer du sein, ce qui va
entrainer des altérations au niveau des genesepranti-apoptotiques et des géenes qui les
régulent. Ensuite, certaines voies vont étre inygées dans les cancers, comme la voie PI3K-
AKT/PKB (qui transmet des signaux de survie), liesuits des signaux de survie activés par
des facteurs extracellulaires (comme I'lGF1/2 d-8), des facteurs intracellulaires (comme
Ras), la perte de pTEN qui agit sur la voie Aktemcore I'activation de la voie NFKB (qui
régule I'activation de génes impliqués dans le @atde la survie) (Hanahan and Weinberg,
2000; Pommier et al., 2004; Sledge and Miller, 2003
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Voie intrinséque Voie extrinseque

Privation en facteu Récepteurs
de croissance de mort

N/

Cascades de

Famille
signalisation™ . g2

Activation
des caspases

AN

p53 l

Lésions de I'ADN
Apoptose

Vi
i s

Figure 6 : Transduction du signal de I'apoptose.

Les inducteurs se répartissent en trois groupede(fes de mort, stress, manque de facteurs de
croissance). La voie intrinséque, liée au stresvation en facteurs de croissance ou lésions de
'ADN, va entrainer le relargage du cytochrome € fgamitochondrie. Cet effet est médié par les
facteurs pro ou anti-apoptotiques de la famille BcBuite au relargage du cytochrome C, les caspase
effectrices vont pouvoir étre activées. La voieriageque, passant par les récepteurs de mort, va
entrainer 'apoptose par activation directe dedie vles caspases (activation des caspases ingmtri
qui vont par la suite activer les caspases effaxg)i

d- Potentiel réplicatif illimité

La plupart des cellules tumorales en culture apgseat immortalisées suggérant
gu’elles ont un potentiel réplicatif illimité qules ont acquisn vivo durant la progression

tumorale.

Les cellules normales ont une perte progressivet@emeres, sequence d’ADN de
15-20 kb de répétitions de 6 pb terminant les clatatas. A chaque cycle, les téloméres

deviennent plus petits entrainant soit la sénegcsoit la mort cellulaire.

Dans tous les types cellulaires cancéreux, lesng&les sont maintenus. Dans 85% a
90% des cas, cela est di a la télomérase qui &aquiteau niveau des télomeres. L’'expression
du génehtert codant pour la sous-unité catalytique de la tétaset humaine est fréquente
dans les cancers du sein dont les tumeurs préegasl’activation des télomeres est
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corrélée a linvasion lymphatique et vasculaire aetx métastases ganglionnaires. Les
aestrogénes, comme la progestérone augmente Iltactie la télomérase, tandis que le
tamoxifene ou p53 la diminue (Dimri, 2005; Hanalerd Weinberg, 2000; Sledge and
Miller, 2003).

e- Conversion angiogénique

L’invasion, comme les métastases dans difféerentesedrs, dépendent de
'angiogenése, la formation de nouveaux vaisseaux mourrir la tumeur. L'angiogenese
requiert la stimulation des cellules endothéliaesgonc va étre une balance entre activateurs

et inhibiteurs de I'angiogenese (Figure7).

La stimulation ou le blocage de I'angiogenése gefa deux types de signaux :

- des molécules solubles (VEGF, FGF1/2, thrombosmeand) qui vont pouvoir
étre sécrétées par les cellules tumorales, et Igaspteurs a la surface des
cellules,

- les signaux venant des intégrines ou les moléalikghérence, a la surface des

cellules endothéliales (Kerbel, 2000).

La capacité d’induire I'angiogenése et de la faeenble étre acquise aprés une étape
discrete pendant la tumorigenése : le « switches tumeurs induisent ce « switch » en
changeant la balance inducteurs/inhibiteurs degitagenese, souvent par dérégulation de
genes (surexpression ou inhibition), mais aussi lj@ation de protéases qui contrblent
I'activité des activateurs et inhibiteurs. Les pades en dégradant la matrice extracellulaire
vont permettre de libérer des facteurs pro ou amgiogéniques (Bergers and Benjamin,
2003; Hanahan and Weinberg, 2000; Sledge and M#53).

De nombreuses cellules du stroma interviennent damsécanisme :

- les cellules endothéliales en sécrétant les faxtmugiogeniques,

- les macrophages et mastocytes qui sécrétent dsdfaireurs angiogéniques,

- les fibroblastes en sécrétant des facteurs de samig, des cytokines, des
chémokines et en modulant la matrice extracelljair

- des cellules du systeme immunitaire ou de I'honasist (Kopfstein and
Christofori, 2006).
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Factewrs angiogénigues
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Mastocyte s.. .
@®
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P

Vaisseaux sanguins

Figure 7 : Mécanismes de I'angiogenése induite p&s cellules tumorales.

Les cellules tumorales peuvent induire I'angiogergar I'intermédiaire de plusieurs voies, soit lgar
recrutement de cellules immunitaires, qui vontsehgmes sécréter des facteurs angiogéniques, soit
par la sécrétion directe de facteurs angiogéniquesncore par I'intermédiaire de la dégradatiofade
matrice extracellulaire, qui va alors pouvoir libéles facteurs angiogéniques.

En plus de I'angiogenése, on peut aussi parleyma@hangiogenése, la formation de
néovaisseaux lymphatiques. Une des voies de dieaéion métastatique emprunte en effet la
circulation lymphatique pour envahir les ganglioré&gionaux. Le VEGF C/D et les
angiopoiétines et leurs récepteurs sont les fatiesr plus importants de 'induction de la

lymphangiogenese (Alitalo et al., 2005).

f- Invasion/métastase

Ces deux derniéres sont les caractéristiques dasutg les plus agressives. Ces
événements nécessitent que les cellules perdastdentacts avec leurs voisines, deviennent
motiles et envahissent les surfaces environnanieslles proliféerent et acquierent un
comportement agressif. A ce stade, les celluleh@émles tumorales se transdifférencient en
mésenchyme, c’est la transition épithélio mésencthgose (EMT). Au contraire des cellules
épithéliales, les cellules mésenchymateuses otdipgacité de migrer et d’envahir la matrice
extracellulaire. LEMT est I'événement critique peattant la dissémination et la formation
des cellules micrométastatiques, permettant la@sion du carcinomm situ en carcinome

métastatique et invasif (Thiery, 2002).
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Les molécules impliquées dans I'invasion et lesastéses sont :

- les molécules d’adhérence cellule-cellule (CAMadiérines).

L'expression de la E-Cadhérine est souvent perdames des cancers, soit par
inactivation par mutation du geng-cadhérine ou pS-caténing par répression
transcriptionnelle ou par lyse du domaine extrataile des Cadhérines. On peut aussi

observer un changement d’expression des cadhérines,

- les intégrines pour I'adhérence cellule-matricaaodllulaire.
Une modification de I'expression des intégrinestitre observée, c'est-a-dire qu’une

va étre favorisée par rapport a une autre,

- les protéases extracellulaires (produites pamlegtrs et le stroma).

De la méme facon, les protéases vont étre suregpsndans les cancers et les
inhibiteurs de protéases vont étre réprimés. Emdéig,protéases vont pouvoir passer d'une
forme zymogeéne inactive a une forme active (Chiasio2006; Hanahan and Weinberg,
2000; Kopfstein and Christofori, 2006).

Normal epithelium Dysplasia/adenoma Carcinoma in situ

— Basement membrane

Extravasation Intravasation

e, O 5

~=
Z Lymph/blood
@ O =
Pt - Ly
e ———

Mizrometastasis o

Macrometastasis

Nature Reviews | Cancer

Figure 8 : Evolution d’'une tumeur vers la métastase

D’apres (Thiery, 2002).

Les cellules épithéliales proliferent de fagon phaportante pour donner un adénome. Les altérations
génétiques et épigénétiques vont amener a un oareiin sity, toujours limité au dessus de la
membrane basale. D’autres altérations vont induirte dissémination des cellules carcinomiales,
parmi lesquelles la transition épithélio-mésenchyuse. Puis les cellules vont passer dans le sang,
par extravasation, remonter le long des vaissebaboes extravaser pour envahir le nouvel espace.

38

© 2007 Tous droits réservés. http://www.univ-lille1.fr/bustl



Introduction

Thése de Virginie Firlej, Lille 1, 2006

Protéines Protéines Protéines donf Protéines Modifications
augmentées hdiminuées I'activité est| accumulées darjsphénotypiques
abondance drastiquement augmentée le noyau

N-cadhérine E-cadhérine ILK B-caténine -1 migration
Vimentine Desmoplakine GSK-33 Smad-2/3 -1 invasion
Fibronectine Cytokératine Rho NFkB -1 dispersion
Snaill Occludine Snail-1 _a||ongement de
Snail2 Snail-2 la forme des
Twist Twist cellules
Goosecoid -résistance F
FOXC2 I'anoikis

Sox10

MMP-2

MMP-3

MMP-9

Intégrineovp6

Tableau 3: Marqueurs de la transition épithélio-mésnchymateuse.
D’aprés (Lee et al., 2006).

La transition épithélio-mésenchymateuse marque tlansformation » des cellules

épithéliales en cellules mésenchymateuses, liéeesaaltérations dans la morphologie,

I'architecture cellulaire, 'adhérence et la migpat (Figure 8). Un résumé des marqueurs de
'EMT est indiquée dans le tableau 3 (Lee et &06).

La transition épithélio-mésenchymateuse semble i@tfgortante dans les cancers

mammaires. En effet, un des marqueurs de 'EMTlaesgterte de I'E-cadhérine, qui est en

partie contrélée par les membres de la famille ISBAautres signaux de transduction sont

aussi retrouvés dans des tumeurs mammaires, daneelkes le TGF comme des récepteurs
tyrosine kinase sont produits (ErbB, FGFR, IGFRVi&), signaux inducteurs de 'EMT
(Christofori, 2006; Vincent-Salomon and Thiery, 3R0

Les voies de signalisation de 'HGF, Wnt, HER, I& T GH sont trés importantes

dans l'invasion et dans la formation des métastasegur migration (Christofori, 2006;

Kopfstein and Christofori, 2006). L'HGF est un inmfamt médiateur de la migration et de la

meétastase en permettant la surexpression de peetéaBA, MMP...), par l'activation de

facteurs de transcription (Etsl par exemple), iésractions protéiques (avec les intégrines,
Erzin Radix Moesin, Plexin-1 ou CD44)...La voie de signalisation Wnt-1 va permettre
I'activation ou la répression de la transcriptioa genes impliqués dans la progression

tumorale. ErbB promeut la motilité cellulaire, Masion et les métastases par de nombreuses

39

© 2007 Tous droits réservés. http://www.univ-lille1.fr/bustl



Thése de Virginie Firlej, Lille 1, 2006
Introduction

voies de signalisation ou en affectant des fonstiprotéiques. L'IGFR module I'adhérence
cellule-matrice, la migration, l'invasion et lederactions cellule-cellule, par activation de la
voie FAK, ou en modulant I'expression et la fonntide différentes protéines (Cadhérines,

Caténines...). Le TGFest lui aussi important pour I'induction de I'EMT.

Le stroma va jouer un role important dans l'invaset la formation des métastases
des tumeurs. On peut citer les fibroblastes qut permettre :

- la dégradation de la membrane basale et de lacea&xitracellulaire,

- le relargage de facteurs comme I'HGF ou I'|GF,

- la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires,

- la sécrétion de facteurs pro-angiogéniques.

Les cellules du systéme immunitaire jouent aussi téle dans ces mécanismes. Ces
cellules ont un double role, la répression de laissance tumorale par un systéme
immunitaire adaptatif et d’'un autre coté un rélesdpeport de la progression tumorale par le
systeme immunitaire inné. En effet, des cellulemoe les macrophages associés aux
tumeurs, s'’ils peuvent présenter les antigénes; doéer une réponse anti-tumorale, peuvent
aussi sécréter des cytokines, MMP, facteurs angiqgés... qui permettent une progression
tumorale (Christofori, 2006; Kopfstein and Christof 2006).

Dans le cas du cancer du sein, I'analyse de pdddkpression des génes dans les
métastases de I'os ou du poumon, ont pu mettrevieleree de nouveaux genes impliqués
dans les métastases. Dans le cas de l'os, onvetfdull, le CTGF, CXCR4, I'Ostéopontine
(Kang et al., 2003) et dans le cas des métastasgeumon SPARC, Id1, MMP1, MMP2,
VCAM1, IL-13Ra, COX-2, CXCL1 (Minn et al., 2005).

g- Instabilité génomique

L’instabilité génomique peut étre une cause dirdoteancer, comme pour BRCAL ou
BRCA2 dans le cas du cancer du sein, mais peut seisvelopper au fur et a mesure de la
progression tumorale. Dans la plupart des casstéhilité génomique peut étre reliée aux

altérations précédentes (Sledge and Miller, 2003).
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III- Les membres de la famille ETS

1- Présentation générale

Le fondateur de la famille des génets a été défini sur la base de son identité de
séquence avec l'oncogemeetstransduit par le rétrovirus aviaire E26 (Leprimteal., 1983).
De nombreux homologues ont ensuite été décrits dimess modeles aussi bien invertébrés
(Hart et al., 2000b; Hsu and Schulz, 2000) queébeés, dont environ 30 membres identifiés
chez les mammiféeres (25 membres chez 'homme, 2& ¢h souris) (Hsu et al., 2004)
(Tableau 4). Les genes de cette famille encodestfaeteurs de transcription qui fixent
I’ADN par leur domaine de liaison a ’ADN, nommédemaine ETS (Karim et al., 1990). Ce
domaine, constitué d’environ 85 acides aminés,meaih une séguence consensus minimale :
GGAA/T, appelée EBS (ETS Binding Site) (Karim et 4B90; Nye et al., 1992). En fonction
du degré de conservation au niveau de ce domaier feinction de la similarité au niveau de
la structure de ces facteurs de transcriptionzeérgroupes ont été décrits : ETS, ELF, ERG,
GABP, ELK, SPI, PEA3, PDEF, YAN, ER71, ERF, ESET&L (Figure 9) (Laudet et al.,
1999). On peut noter que la plupart de ces factentréeur domaine ETS en C-terminal sauf
la sous-famille ELK et ERF, plus le facteur FEV. flns de ce domaine, les sous-familles
ETS, ERG, ELG et TEL possédent un domaine Poinded th région N terminale, qui forme
une structure hélice-boucle-hélice importante pesiinteractions protéines-protéines (Kim et
al., 2001). Un autre domaine conserveé entre plusidas membres de la famille ETS est le
domaine acide, le plus fréequemment observé dansdeon N-terminale. Ce domaine

correspond au domaine de transactivation.

Le patron d’expression des facteurs ETS est triféreint selon les membres et est

résume pour les principaux dans le tableau 5.
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Sous-famille Geénes Autres noms
PEA3 Pea3 Etv4, E1AF
Erm Etvs
Er81 Etvl
ETS Etsl Tpll, p54, EWSR2
Ets2
GABPu, GABPu E4TF1-60,EATF1-A, NTF2, Nrf2A
ERG Fli-1 EWSR?2, Sic-1, ErglB
Erg
Fev Pet-1
ERF Erf Pe-2
Etv3 Pe-1, METQ
ELK Elk1 Elk2
Elk3 Erp, Net, Sap2, Etrp
Elk-4 Sapl
ELF Elf-1
Elf-2 Eu32, Nerf, Nerf-2, Nerf-1A, Nerf-1B
Elf-4 Mef
ESE Elf-3 Ese-1, Esx
Ese2 Elf-5
Ese3 Ehf
TEL Etv6 Tel
Tel2 Telb, tref
ER71 Etv2 Er71
SPI Spil PU1, Sfpil, Disl, Tcfu, Tfpul
SpiB
SpiC Prf
PDEF Pdef Pse

Tableau 4: Nomenclature des membres de la famill&ETS et leurs différentes
appellations chez 'lhomme et la souris.

Membres Expression tissulaire
Etsl Organes lymphoides, cerveau, cellules endalibe|
Ets2 Ubiquitaire
Erg Cellules endothéliales, cellules hématopoiésguein, tractus urinaire
Fli-1 Cellules hématopoiétiques, cellules endo#ihesi
GABPu Ubiquitaire
TEL Ubiquitaire
Elf-1 Cellules hématopoiétiques, foie, rein, intest
ESX Cellules épithéliales
PU-1 Cellules B, macrophages, neutrophiles
TCF (Elk-1, Sap, Net) Ubiquitaire
Er81/Erm Ubiquitaire
Pea3 Glande mammaire, cerveau, épididyme
PDEF Prostate, glande mammaire

Tableau 5 : Expression tissulaire des principaux feteurs de la famille ETS.
D’apres (Oikawa and Yamada, 2003).
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ER?l{ Er71 [ T
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Fev [ s
[ Pea3 I . I
PEA3 { Ers1 | N |
| Erm I I
[ Ek1 I |
ELK { Sapl I |
| Sap2 I |
PDEF { Pdef | [T
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ELE { Elf-1 . T |
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spi{ Spi-B [
Spi-C [
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ERF
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Figure 9 : Représentation schématique des membreg ta famille ETS.

D’aprés (Laudet et al., 1999).
En rose, sont représentés les domaines ETS et ememia domaine Pointed. Cette représentation
respecte proportionnellement la taille des progeine
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2- Role des facteurs de la famille ETS

Les différents membres du groupe PEA3 comme |dérdiites sous-familles ont des
réles totalement différents comme en atteste Isgltadis des mutations de perte de fonction
chez la souris (Tableau 6). A I'heure actuellegénies de la famille ETS ont été étudiés par
perte de fonction par recombinaison homologue. Dansertain nombre de cas, le phénotype
est létal, ce qui montre le caractére essentiefatgsurs ETS.

Les résultats de ces expériences indiquent quéatdsurs ETS seraient impliqués
dans :
- la croissance cellulaire et la régulation du cydbBulaire (Pea3, Elk-1, Ets1, EIf-1,
ESX, TCF, Tel, Ets2, PU-1, SpiB),
- l'apoptose (PU-1, SpiB, Ets2, Tel, Etsl, Fli-1),
- la différenciation hématopoiétique :
» des cellules progénitrices (PU-1, Etsl, Fli-1, Elffel)
» des cellules myéloides (PU-1)
» des mégacaryocytes et des cellules érythrocytdibsl,
PU-1, Etsl)
e des cellules lymphoides (Etsl, Ets2, Erg, Fli-1f-1El
GABPq, PU-1, SpiB)

- la différenciation des cellules endothéliales (EHLL1, Erg, Tel, Nerf),

- la différenciation neuronale (Yan, Er81, Pea3, EG#ABPou, Pet-1, Etsl, Ets2,
Elk-1),

- la différenciation myogénique et ostéogéenique (PE&SL, Ets2, PU-1),

- les cancers (Etsl, Ets2, Fli-1, Erg, Pea3, Erm1EE¥-1, Nerf-1/2, EIf-4, Etv6,
PU-1, SpiB, Pdef, Esx, Fev) (Oikawa and Yamada3200
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Sous- Gene Sévérité Phgnotype Références
famille o
PEA3 Pea3 Viable, les males sont stérileg Bysfonctioremrau niveau de I'éjaculation (Laing et al., 2000)
Erm Viable, les méles sont stériles PRrturbatioldmermatogenése (Chen et al., 2005)
Er8l Létalité post-natale, a 3-5 Pertg;_'des connections synaptiques entre les motores) (Arber et al., 2000)
semaines =
ETS Ets 1 Viable et fertile, 50% de Rédgetion du nombre et accroissement de l'apomteseellules T et B, (Bories et al., 1995;
mortalité néonatale probleme d’activation du récepteur des lymphocytéd'activation Muthusamy et al., 1995)
Ets-2 Létalité embryonnaire (< E8,5 Mglformatimltdactoplacenta, perte de migration du trophoblgsas de (Yamamoto et al., 1998)
formgtion d’amnios et du chorion, désorganisaties fllicules.
ERG Fli-1 Létalité embryonnaire (< E12,5) Réductionrdumbre de cellules progénitrices euthyroidiennes, (Hart et al., 2000)
perturbation de I'hématopoiese (Spyropoulos et al., 2000)
Pet-1 Viable et fertile Blocage de la différentiatidu systeme central a neurotransmission | (Hendricks et al., 1999)
sérotonique, augmentation du comportement agrasgifiqgué dans la
modulation sérotonique du comportement
ELK Elk-1 Viable Aucun (Cesari et al., 2004)
Elk-3 (net) | Létalité post-natale (1-6 Défaillance respiratoire, chylothorax congénitéatadtion des vaisseaux | (Ayadi et al., 2001)
semaines) lymphatiques
Elk-4 Viable Défaut dans la sélection positive des thytex (Costello et al., 2004)
(SAP1)
ELF Elf-1 Viable Pas de phénotype apparent (Lacorazza and Nimer,
2003)
Elf-4, Viable et fertile Requis pour le la fonction etiéveloppement des cellules NK-T et NK (Lacorazzal.e2002)
MEF
GABP GABP Mort avant implantation (Ristevski et al., 2004)
SP1 Sfpil/PUL | Létalité embryonnaire (E17,51 Blocage de la maturation érythrocytaire, défaus $arproduction des (lwama et al., 1998;
18,5) ou post-natale (24-48h) | lymphocytes B et T, les cellules progénitricesmesocytes et McKercher et al., 1996;
selon la souche de souris granulocytes. Pas de développement des macropbbadésgeloppement | Scott et al., 1997; Scott et
anormal des neutrophiles al., 1994)
SpiB Viable et fertile Défaut dans la signalisatét®s récepteurs des lymphocytes B (Su et al., 1997)
TEL tel Létalité embryonnaire (E 10,5- Echec de la formation et du maintien des vaissedeakins (Wang et al., 1997)
11,5) Apoptose des cellules mésenchymateuses et deleselburales
ESE EIf-5 Létalité embryonnaire (<E7,5) Requis pewléveloppement de I'épithélium alvéolaire pendan (Zhou et al., 2005)

grossesse et la lactation (pour les souris hétgobes)
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3- La famille ETS et cancer

Les membres de la famille ETS sont retrouvés agsatans divers cancers (Tableau

7). Les genes de la famille ETS peuvent étre :

activés par intégration provirale au génome de®tus)
impliqués dans des translocations chromosomiques dias tumeurs humaines,

surexprimés dans des tumeurs,

- mutés.
Sous-famille Membres Cancer
ETS Etsl Thyroide, cblon, sein, téte, utérus, endometrey pg¢a
systeme vasculaire, gastrique, oral, prostate,
pancréas, ovaire, peau, cerveau, os/cartilagencéo
foie, poumon, tissu lymphoide, thymus
Ets2 Poumon, sein, cesophage, foie, cdlon, thyroide,
prostate, utérus
ERG Fli-1 Tumeurs d’Ewing, tumeurs vasculaires, ceblule
Merkel, prostate
Erg Tumeurs d’Ewing, leucémie, prostate, utérugjrevi
PEA3 Pea3 Sein, poumon, oral, ovaire, utérus, cblom, foi
Erm Tumeurs d’Ewing, sein, endometre
Er81 Tumeurs d’Ewing, prostate
ELF Elf-1 Leucémie, prostate, endometre, ovaire
NERF-1/-2 Leucémie
MEF, Elf-4 Leucémie
Yan Tel, Etv6 Sein, leucémie
Spi PU-1 Leucémie
SpiB Leucémie
Autres Pdef Sein, prostate
Esx ; elf-3 Sein
Fev, Pet-1 Tumeurs d’Ewing

Tableau 7 : Expression des facteurs ETS dans diffénts types de tumeurs.
d’apres (Dittmer, 2003; Seth and Watson, 2005)

Les facteurs de la famille ETS sont surexpriméssdan certain nombre de tumeurs

(Tableau 7). On peut noter que ces facteurs ET#argils ne sont pas toujours associés a

un mauvais pronostic, ont toujours tendance a étprimés dans les stades avancés de la
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tumorigenése. Les facteurs du groupe PEA3 ne santgpris dans ce paragraphe des facteurs

ETS surexprimés dans les différents types tumonaaxs seront décrits ci-apres.

a- Les facteurs du groupe ETS
Les facteurs Etsl et Ets2 sont exprimés dans démamx cas de cancers :

- dans les cancers de la thyroide surexprimés enam@ispn des tumeurs bénignes
ou du tissu normal, ces deux facteurs sont imptetaour la transformation des cellules de la
thyroide (de Nigris et al., 2001; Nakayama eti#199),

- dans les carcinomes pancréatiques par rapporssw niormal (Ito et al., 1998; Ito
et al., 2002a). Le facteur Ets2 y jouerait un r@leniveau de la progression tumorale des

adéenocarcinomes pancréatiques, en particulierldarshases tardives (Ito et al., 2002a),
- dans les étapes précoces des carcinomes hépataioeslito et al., 2000a),

- dans les leucémies et les lymphomes pour le fadi&lk et dans les leucémies
aigués non lymphoblastiques et les LAM pour ledacEts2 (Seth and Watson, 2005),

- dans les carcinomes de la vésicule biliaire enuceancerne le facteur Etsl (Ito et
al., 2000b),

- dans les adénocarcinomes du c6lon, mais pas dadsole normal, en quantité de
plus en plus importante au fur et a mesure dedgrpssion tumorale, I'expression du facteur

Etsl est associée au potentiel métastatique damsdele (Ito et al., 2002b),

- dans les cancers du poumon et toujours associéeplamses tardives de la
cancérogenese. Dans une étude de comparaisondesti@dénocarcinomes de poumon, des
adénomes du poumon et du poumon normal, on retrongeexpression plus importante du
facteur Ets2 entre adénocarcinomes et carcina@esistissu normal (Bonner et al., 2004).
Le facteur Etsl est aussi retrouvé au niveau désomarcinomes pulmonaires et semble étre

un marqueur d’'un stade avancé de tumeurs (Sasakj 2001; Takanami et al., 2001),

- dans les cancers du sein. Si le facteur Etsl npast exprimé au niveau de
I'épithélium normal, ni au niveau de carcinomes movesifs, son expression est retrouvée
dans les carcinomes canalaires invasifs, les aar@s primaires ou les fiboroadénomes mais
aussi dans difféerents types de lignées cancéralesssin (Buggy et al., 2004; Katayama et
al., 2005). Les ARN dets2sont exprimés de maniére plus importante dancaesnomes
que dans le tissu normal. Les deux formes de pregé(p52 et p54) sont retrouvées en
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guantité plus importante dans les carcinomes que b fiboroadénomes ou le tissu normal
(Buggy et al., 2006). Les facteurs Etsl comme B3 associés avec une survie sans
récidive faible et & un mauvais pronostic dans oelate (Myers et al., 2005; Span et al.,
2002),

- dans des cancers prostatiqgues associés a des atauhe®s. Le facteur Ets-1 est
fortement exprimé dans des adénocarcinomes (Gavridd al., 2001), exprimé
différentiellement entre les différents stadesudadurs prostatiques et les tumeurs bénignes,
mais sans association avec les facteurs clinig@dipo¢ et al., 2005). L’inhibition de
I'activité du facteur Ets2 réduit la tumorigénicidés cellules prostatiques et la formation de

tumeurs en souris nues (Carbone et al., 2003; Sehwatko et al., 1998),

- dans les cancers de I'ovaire pour le facteur BteXfacteur Ets1 est exprimé aussi
bien au niveau des cancers primaires, des carcsomeau niveau des meétastases
péritonéales dérivées des cancers de I'ovaire (I3ami et al., 2001a; Davidson et al., 2001b;
Fujimoto et al., 2004; Khatun et al., 2003; Takiadle, 2002). Il est défini comme un facteur

de mauvais pronostic et comme un médiateur deibaegése,

- dans les cancers de I'endometre et des carcinomagens (associé a une

malignité importance des tumeurs) pour le factaaf ETakai et al., 2003),
- dans les cancers de l'utérus pour le facteur Etszhigseau de translocations

(Simpson et al., 1997).

Enfin, le facteur Etsl est exprimé dans les tumdursou et de la téte, du cerveau, de
'os et du cartilage, de la peau, du thymus, dasstlimeurs orales et gastriques (Dittmer,
2003). Le facteur Etsl est aussi impliqué dansrtegssus métastatigue des tumeurs du

testicule et exprimé dans ces métastases (Adahm 20@3).

b- Les facteurs du groupe ERG

* Les translocations chromosomiques

Les translocations impliquant des facteurs ERG sembuvées dans deux types de

cancers : le cancer de la prostate et les tuméavar .
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Récemment, le groupe de Tomlins a montré une fusioine TMPRSS-2et erg
entrainant une surexpression de ces facteurs damsahcers de la prostate (Tomlins et al.,
2006; Tomlins et al., 2005).

Les tumeurs d’Ewing sont caractérisées par uneslteation chromosomique
impliquantewsrlet un geneets La protéine de fusion obtenue composée de laepiirt
terminale IEWS et de la partie C-terminale du dactETS est exprimée et cause le
développement de tumeurs d’Ewing. Cing facteurs BiitSété identifiés dans ces tumeurs :
Fli-1, Erg, Er81, Pea3 et Fev. La fusiBkVS-fli-1est la plus fréquente (environ 85% des cas),
celle dEWS-ergest retrouvée dans environ 10% des cas. Lesadtuties fusions sont rares
(moins de 1% d'incidence). Ces protéines fusionnéast agir comme un facteur de
transcription, par l'intermédiaire de leur domaifel'S et du puissant domaine de
transactivation provenant de Ews. lls vont pouvcinsactiver les mémes cibles que les
facteurs ETS avec un effet de transactivation physortant. Il existe aussi dans les tumeurs

d’Ewing une autre fusion impliquafds (ou TLS) et le generg (Janknecht, 2005)

» Activation du facteurs Fli-1 dans les érythroleucémies

Le complexe viral de Friend (consistant en la ogtion d’'un virus compétent F-
MuLV et d’un virus défectif SFFV) est connu poudiire des érythroleucémies chez la
souris. Dans les érythroleucémies induites par EMjule facteur Fli-1 est activé par

intégration du provirus F-MuLV pres de son locuskéWa and Yamada, 2003).

* La surexpression des membres du groupe ERG dans les cancers

En marge des phénomeénes de translocation et difiotiv les membres du groupe
ERG sont surexprimés dans quelques cancers :

- les facteurs Erg et Fli-1 dans les LAM (Seth &viakson, 2005)

- le facteur Fli-1 dans les adénocarcinomes dedstate (Gavrilov et al., 2001)

- le facteur Erg dans des cellules de cancersutierlis (Simpson et al., 1997)
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c- Le facteur PU-1

La mutation de la séquence codant un facteur ET8oesimentée pour le facteur PU-
1 chez des patients atteints de LAM. Les mutatemst retrouvées dans le domaine ETS
(Mueller et al., 2002). La protéine mutée n’estsptapable de transactiver ses génes cibles et
d’interagir avec d’autres facteurs ETS.

Dans ces érythroleucémies, le facteur PU-1 esvegiar intégration du provirus
SFFV pres de son locus. Dans des souris transganjpur le facteur PU-1, on retrouve un

développement précoce de ces leucémies (Oikawdamada, 2003).

d- Le facteur TEL/ETV6

Chez des patients atteints de leucémies aigliesobigétiques, la séquence du géne
codant Etv6 est parfois muté, en particulier aleaivde son domaine ETS ou pointed. Les
protéines « mutées » agissent alors comme des dotainégatifs (Barjesteh van Waalwijk

van Doorn-Khosrovani et al., 2005).

Le geneetv6est aussi souvent impliqgué dans des translocatiomsnosomiques et se
trouve juxtaposé a des genes codant pour desngokinases, comme PDGER\bI1, Abl2,
Jak2, NTRK3, FGFR3, Syk. Ces fusions Etv6/PTK geftouvées dans diverses leucémies
(LMMC, LAM, LAL par exemple) ou méme dans des tumseisolides. Ces fusions
comprennent le domaine Pointed de Etv6 et le doenirosine kinase des autres genes. I
existe ensuite des fusions Etv6/RUNX1 qui est fadiu la plus fréquente dans les leucémies
aigles lymphoblastiques B de I'enfant. C'est alssplus fréquente fusion existante pour
Etv6. On peut ensuite citer les fusions de Etvecaviml, Arnt, Mdsl, Btl, Cdx2, Pax5,
HIxb9, Mds2, Stl, Acs2, Ttl et Perl antisens (Bolder, 2005). Il est intéressant de noter que
le facteur Etv6 quand il n’est ni muté ni réarramgds une translocation chromosomique,

semble avoir un effet répresseur de tumeurs.

e- Le facteur Pdef

La surexpression du facteur Pdef est caractéristitps tumeurs agressives de cancer
prostatique (Oettgen et al., 2000).

Une premiére étude a montré que les transcritachedr Pdef sont surexprimés dans

les tumeurs primaires humaines et au cours deo@ression tumorale (Ghadersohi and Sood,
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2001; Gunawardane et al., 2005). Néanmoins deuwdegtoontradictoires ont montré la perte

d’expression de ce facteur dans les cancers durs&sifs et dans des lignées de cancer du
sein invasives. L'expression du facteur Pdef dasscellules de cancer du sein entraine une
inhibition des capacités de migration, d’'invasiowle croissance, mais aussi une inhibition de
la formation tumorale (Feldman et al., 2003; Ghadleret al., 2006).

f- Le facteur Esx

Le facteur Esx est surexprimé dans les stades gggatu cancer du sein et dans les
carcinomes canalaires situ (Chang et al.,, 1997; Tymms et al., 1997). Celupeut
transformer les cellules épithéliales MCF-12A pdeur donner un phénotype agressif
(Prescott et al., 2004; Schedin et al., 2004).

4- Geénes cibles de ces facteurs de transcription pouvant
avoir un rapport au cancer

A ce jour, de nombreux géenes cibles ont été miévahence pour chacun des facteurs
ETS, plus ou moins en rapport avec leur réle ptésgara présenté ici une partie des genes
cibles mis en évidence pour les membres de la@Bill'S, pouvant avoir un réle au cours du
développement ou de la tumorigenese (Figure 13.demes cibles des facteurs du groupe

PEA3 seront présentés par la suite.

Apoptose

+:gadd153, fasL, PARP,
caspasel

- : belXL, bcl-2, c-rel
Adhérence Cycle cellulaire
E-cadhérine, ICAM, ' CDK11, cdc2,
intégrines cyclineD1,cycline
N 7 D2, id2, p21aft
Invasion/migration Pl N Micrométastases
MMP, met, opn, pTHrP,
uPA,PAI-1, RANTES, MIP-3
héparanase Angiogenése
VEGF, tie, flt-1

Figure 10 : Génes cibles des facteurs ETS pouvantré& impliqués dans le processus

cancéreux.
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a- Controle de la prolifération cellulaire

Plusieurs membres de la famille ETS sont impliqdiéss la régulation de protéines
impliquées dans la régulation du cycle cellulagree ce soit au niveau de la transition G1/S
ou G2/M.

La protéine EWS-FIi-1 lie le promoteur @ (protéine agissant comme un dominant
négatif de pRb), et peut le transactiver. De faguéressante, ce facteur peut aussi lier le
promoteur du geneycline D1 protéine importante dans la transition G1/S (Fo&wet al.,
2003). Ce promoteur avait déja auparavant été téamse pour étre régulé par un autre facteur
ETS : le facteur Ets2 (Albanese et al., 1995).dadur PU-1 peut lui induire I'expression de
la cycline D2 dans des cellules leucémiques (Vieaal., 2006). Enfin, le facteur Ets2 joue
un role dans la régulation de I'expression du gae® protéine impliquée dans la transition
G2/M (Wen et al., 1995).

Une autre CDK est régulée par un facteur ETS : CDKlette kinase dépendante des
cyclines impliquées dans la régulation du cycléutale, est encodée par deux geoes2L 1
etcdc2L2(cell division control 2 like 2). Le facteur Etsg lie au promoteur des deux genes,
et ainsi permet leur transactivation (Feng et 2004; Kahle et al., 2005). Le facteur Etsl

transactive aussi le promoteur du g@aa"™/ot

(molécule inhibitrice des CDK) au niveau
d’'un site distal, dans les cellules musculairesebsdes vaisseaux (Zhang et al., 2003). Au
contraire, la protéine EWS-FIi-1 réprime la tranisadion de ce promoteur dans des tumeurs

d’Ewing (Nakatani et al., 2003).

b- Molécules d'adhérence

Les facteurs ETS peuvent aussi réguler les molgécdladhérence, molécules
importantes pour les interactions cellule-cellglenme les cadhérines ou les CAM, que pour

les interactions cellule-matrice extracellulaire.

Le facteur Etsl induit I'expression deHacadhérinesans modifier 'expression de la
N-Cadhérineen se fixant au niveau de deux EBS au niveau desmmoteur (Lelievre et al.,
2000). Le promoteur du géneam-1 est aussi régulé au niveau d’'un EBS, et réguléear
facteur Erm comme le facteur Ets2 (de Launoit gt1898; Roy et al., 2001). Le promoteur
de Icam-2 est lui régulé au niveau de trois sitBS,Eet en particulier par le facteur Erg
(McLaughlin et al., 1999).
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Les intégrines sont aussi régulées par les facElE notamment les sous-unitdi
(Block et al., 1996)av (Tajima et al.,, 2000)a3 (Katabami et al., 20065 (Kita et al.,
2001), B2 (Bottinger et al., 1994)p3 (Oda et al., 1999)p4 (Takaoka et al., 1998) et
lintégrineal f11 (Lu et al., 2006).

c- Survie cellulaire et apoptose

Les facteurs de la famille ETS sont connus pouulegda transcription aussi bien de
facteurs pro-apoptotiques que anti-apoptotiquesjoeic jouent un rble dans le processus

apoptotique.

Concernant les facteurs anti-apoptotiques, les mesnde la famille Bcl-2 sont
régulés par les facteurs ETS : les facteurs EtsPletl peuvent réguler le facteur anti-
apoptotique Bck., mais pas Bcks (Sevilla et al., 1999; Sevilla et al., 2001), tsndue le
facteur Fli-1 active I'expression dbcl-2 au niveau transcriptionnel par liaison a son
promoteur (Lesault et al., 2002). De plus, lesdarg SpiB et PU-1 peuvent transactiver le
promoteur dec-rel (membre de la famille NFKB, ayant entre autregale dans l'induction
de I'apoptose) (Hu et al., 2001). Enfin, le fact®alef est capable de réprimer I'expression de

la surviving un inhibiteur de I'apoptose (Ghadersohi et £06).

Les facteurs ETS régulent aussi des facteurs poptafiques. En effet, les facteurs
Etsl et Fli-1 régulent I'expression dgmdd153 qui induit I'arrét du cycle cellulaire et
'apoptose en réponse a un stress (Seth et al9)19@ facteur Etsl peut aussi controler
I'activation de FasL (ligand des récepteurs de jrawvec Spl (Kavurma et al., 2002) et de
PARP (molécule importante pour la translocation l'déF) (Soldatenkov et al., 1999).
Récemment, il a aussi été montré que le factedr iiavait se fixer au promoteur du géne de

la caspase Et le transactiver (Pei et al., 2005).

d- Invasion et migration

De nombreuses études ont montré une co-expresaioa les facteurs ETS et les
métalloprotéases (MT1-MMP, MMP1, MMP2, MMP7, MMPBla MMP11) ou uPA, et en
particulier pour le facteur Etsl (Barrett et al.002; Oikawa and Yamada, 2003;
Sementchenko and Watson, 2000; Seth and Watsob). 228 exemple, dans des tumeurs du
sein, I'expression des différentes formes du facksl est corrélée a I'expression de uPA

(Buggy et al., 2004). De plus, l'utilisation d’'unenstruction antisens adsldans des lignées
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cellulaires de mélanomes entraine une diminutioredpression de MMP-1, MMP-3, uPA et

la B3-intégrine (Rothhammer et al., 2004). Gravrilovsen équipe avaient déja montré
auparavant une coexpression des facteurs ETS BuRlk (et de son récepteur) dans les
cancers de la prostate (Gavrilov et al., 2001).eRénent, une analyse des fibroblastes issus
de souris EtsT a montré que le facteur Etsl était nécessaire lpnduction de I'expression

de métalloprotéases mais aussi de TIMP-1 (Hahak, &006).

L’expression de PAI-1 et de 'Héparanase est adsgilée par les facteurs ETS. Dans
des hépatocytes, le facteur Etsl coopere avecckeuia Spl en se liant au niveau du
promoteur codant pour PAI-1 pour le réguler (Naklagset al., 2006). Une corrélation entre
'expression de ces genes avait déja été faite ldansas de cancer du sein (Span et al., 2002).
D’autre part, les facteurs Etsl et Ets2 transactile promoteur du géneéparanasd€lLu et
al., 2003).

Il a aussi été montré que le facteur Ets2 pouvauler I'expression du gemneet
codant pour le récepteur de I'HGF (facteur impligdéans la motilité des cellules)
(Gambarotta et al., 1996; Jiang et al., 2001).

e- Micrométastases

Les facteurs de la sous-famille ETS régulent lemmieur et I'expression de deux
genes dont I'expression est retrouvée dans desutgnawanceées :dstéopontingWai et al.,
2006) et lepTHrP (Cataisson et al., 2003; Lindemann et al., 20D8)plus, les facteurs ETS
sont aussi des transactivateurs des récepteurcl@mokines : RANTES (Boehlk et al.,
2000) et MIP-8 (Kwon et al., 2003).

f- Angiogenése

L’expression des facteurs Etsl, Erg et Fli-1 acétéélée a I'angiogenése aussi bien
pendant le développement normal que dans des pgtbesl Un certain nombre de génes
impliqués dans ce mécanisme en plus de ceux cri&sgemment sont régulés par les
facteurs de la famille ETS. Le facteur Etsl estliguyg@ dans la régulation du récepteur du
VEGF : Flt-1 ,en paralléle, le VEGF est lui-mémealale d’induire I'expression de Etsl
(Wakiya et al., 1996; Valter et al., 1999). L'exps®n des facteurs Erg et Fli-1 a de plus été
associée a I'expression de la molécule Tie2 (fadrepliqué dans la formation des réseaux
vasculaires) (Mattot et al., 1999 ; Hart et al.0@&). Enfin, les facteurs Elf-1 et Nerf-2
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peuvent aussi transactiver I'expression du gegfemais aussi du gereel pour Elf-1 (Dube
et al., 1999; Dube et al.,, 2001). Le géoen2 qui code un important régulateur de
I'angiogenése est lui régulé par le facteur Etstliateur de la transcription) et le facteur Fli-

1 (répresseur).

IV- Les membres du groupe PEA3

1- Présentation

Le groupe PEAS3 se compose de trois membres : Ress8rommeé Elaf ou Etv4 (Xin
et al., 1992; Higashino et al., 1993), Er81 ou Hdown and McKnight, 1992; Jeon et al.,
1995; Monte et al., 1995; Roussigne and Blader620Brm ou Etv5 (Chotteau-Lelievre et
al., 1997; Monte et al., 1994), qui possedent umaloe de liaison a 'ADN (domaine ETS)
conservé a 95%. Ces trois genes ont été mis eer@adchez 'lhomme, la souris, le rat, le
poisson zebre, le xénope, le chimpanzé, le macdgweq, le taureau et le chien. Hormis ce
domaine, ces trois protéines se caractérisent @ax dutres régions fortement conservées,
impliquées dans la régulation de la transactivaéitioau dans I'autoinhibition de la liaison a
'ADN (Brown et al., 1998; Laget et al., 1996). peemiere correspond a une région amino-
terminale de 32 acides aminés, riche en acidesésnaicides. Ce domaine, conserveé a plus de
80% entre les trois membres du groupe PEA3, estrdé® domaine acide. Le deuxiéme
domaine recouvre les soixante derniers acides angh@résente plus de 50% d’identité de
séquences entre les trois facteurs. En plus dedeemmines conserves, des domaines de
régulation négative de part et autre du domaine @@it#biteurs de la liaison a ’ADN) et de
part et autre du domaine de transactivation re@ivie domaine acide (inhibiteurs de la
transactivation) ont été mis en évidence pour latéme Pea3 (Figure 11) (Bojovic and
Hassell, 2001; Greenall et al., 2001).

L’analyse phylogénétique indique que les membres Et Er81 sont tres proches
alors que la séquence du facteur Pea3 est |éger@iasrdivergente (de Launoit et al., 1997).
Chez 'homme et la souris, les gérarsn er81 et pea3 sont constitués de 13 a 14 exons,
s’étendant sur environ 15kb d’ADN génomique (Cowdteal., 1999; Monte et al., 1995;
Monte et al., 1996). Dans le génome humam) est situé sur le chromosome 3 a la position

3927-29,elafsur le chromosome 17 a la position 17921er8tl sur le chromosome 7 a la
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position 7p21. Dans le génome murarm est situé sur le chromosome I&a3 sur le

chromosome 11 &r81sur le chromosome 12.

Domaine
ETS

| N

- Domaine de liaison a I’ADN |:|

- Domaine de transactivation

AD

Domaines de régulation

Figure 11 : Domaines régulateurs au sein de la préine Pea3 murine.

D’aprés (Bojovic and Hassell, 2001).

Les domaines de part et d'autre du domaine de gcsimation (en rose) régulent négativement la
transactivation liée au facteur Pea3. Les domaieepart et d’autre du domaine ETS (en bleu) sont
des domaines inhibiteurs de la liaison & 'ADN. d@maine en C-terminal est aussi un domaine de
transactivation.

2- Modulation de l'activité des facteurs du groupe PEA3

a- Les interactions protéiques

Comme pour les autres protéines de la famille Eireraction avec des partenaires
protéiques semble importante pour la modulatiofiadivité transcriptionnelle des protéines
du groupe PEAS. Il a par exemple été montré quedeeine Erm interagit avec le facteur de
transcription c-Jun, ce qui a pour conséquence awmgnentation importante de l'activité
transcriptionnelle de la protéine Erm (Nakae etX995). Par ailleurs, une synergie entre le
facteur de transcription c-Jun et les membres dupg PEA3 a également été observée sur
les promoteurs du gemaatrilysine(Crawford et al., 2001), du gestromélysingHigashino
et al., 1995), du germx-2(Liu et al., 2004) et du germstéopontin€El-Tanani et al., 2004).
De méme, la protéine Er81 interagit avec le cofactde transcription CBP/p300, ce qui
entraine une synergie entre ces deux facteurs lfamtivation de la transcription des géenes

cibles comme le généMP-1 ou un promoteur « TORU » (élément de réponse acttedes
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ETS) (Goel and Janknecht, 2003; Goel and Jankn206B4; Papoutsopoulou and Janknecht,
2000). Le facteur Er81 interagit aussi avec ACTHRes membres de la famille p160, ce qui
entraine une augmentation de la transcription e gie laMMP-1. Il est intéressant de noter
gue ACTR coopére avec le coactivateur p300 pounusér la fonction transactivatrice du
facteur Er81 (Goel and Janknecht, 2004). CBP/p2QQ aussi interagir avec le facteur Pea3
et permettre une meilleure transactivation de ssweg cibles comme leox-2 (Liu et al.,
2004). Enfin, la protéine Pea3 interagit avec tdefar de transcription USF-1, ce qui requiert
le domaine de liaison a 'ADN du facteur Pea3 dtiocd®USF-1 (Firlej et al., 2005; Greenall
et al., 2001).

Récemment, a partir d'une analyse en simple hybiideété montré que la protéine
Pea3 interagit avec la protéine LPP, celle-ci agissomme un co-activateur du facteur Pea3
au niveau de sa capacité de transactivation desggbles commeox-2ou MMP-1 (Guo et
al., 2006).

b- Les modifications post-traductionnelles

* La phosphorylation

La modulation de I'activité transactivatrice destéaurs du groupe PEA3 implique leur
phosphorylation par des kinases : les MAP KinaseK-EE et ERK-2 activées par la voie RAS
(Janknecht, 1996; Janknecht et al., 1996; O'Hagah,€.996). HER2/neu va pouvoir par leur
intermédiaire et par la voie p38-MAPK, permettrgpfeosphorylation du domaine N-terminal
et ainsi permettre la transactivation de ses geidss smad7et MMP-1 (Bosc et al., 2001;
Dowdy et al., 2003).

Récemment, MSK1 et RSK-1 ont été montrés comme orssibles de la
phosphorylation du facteur Er&la la voie p38-MAPK (MSK-1) et/ou ERK-MAPK (MSK-
1/RSK-1) selon les cellules considérées (Jankn&t®@3; Wu and Janknecht, 2002). La
phosphorylation des sérines par MSKi#4 la voie p38-MAPK, comme par RSKvia la voie
ERK-MAPK, permet d’activer le potentiel transactiar du facteur Er81. On peut noter que
MSK-1, comme RSK-1 peuvent aussi stimuler cettasgativationvia l'interaction avec
CBP/p300.

De méme, la cascade d'activation des kinases JNRKSAntervient aussi dans

'augmentation du potentiel transactivateur dert@gine Pea3 (O'Hagan et al., 1996).
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D’autre part, la protéine kinase A (PKA) est awsgable d’activer la transactivation
de la protéine Erm humaine (Baert et al., 2002kdacht et al., 1996), de la protéine Er81
humaine (Coutte et al., 1999; Wu and Janknecht2@0 de la protéine Pea3 de poisson
zébre (Brown et al., 1998). Néanmoins la phosplation du facteur Erm comme du facteur
Er81 affecte leur capacité de liaison a ’'ADN (Baadral., 2002; Wu and Janknecht, 2002).

Récemment, une étude a montré [linteraction pragigentre LKB1 (une
sérine/thréonine kinase) et le facteur Pea3. Lampiarylation du facteur Pea3 par ce facteur

permet de promouvoir sa dégradation par le proteagtdpadhyay et al., 2006).

* L'acétylation

Comme d’autres membres de la famille ETS, un dembnes du groupe PEA3 est
connu pour étre acétylé: le facteur Er81. p300laetprotéine P/CAF permettent une
acétylation directe du facteur Er81 au niveau gsimés 33 et 116. L'acétylation permet une
stabilisation de la protéine, augmente sa capad@éliaison a I'ADN et stimule la
transactivation dépendante du facteur Er81 (GodlJamknecht, 2003). Dans cette étude, il
est démontré que HER2/neu, Raf et Ras stimuttenivo I'activité histone acétyl-transférase
de p300 par phosphorylation de celle-ci et aingjul® I'activité du facteur Er81 non
seulement par phosphorylation mais aussi par atityl

* La sumoylation

Récemment, un nouveau mode de régulation postdtiaduel a été mis en évidence
pour le facteur Erm : la sumoylation. La protéingM se lie au niveau de 5 lysines sans
affecter la localisation, la stabilité ni la capgécde liaison a 'ADN de la molécule Erm.
Néanmoins, la sumoylation entraine une inhibitienlal capacité transactivatrice du facteur
Erm (Degerny et al., 2005). Le facteur Er81 a aéssidentifié parmi 40 substrats de SUMO-

1 dans une étude de dépistage de molécules sumogléeartir d'une banque de ADNc
traduits en lysat de réticulocytes et mis en présales éléments nécessaires a la sumoylation
(Gocke et al., 2005).

* L'ubiquitination

La protéine Pea3 est poly-ubiquitinilée dans saoré@-terminale, la protéine ainsi

modifiée est alors relocalisée au niveau d’amas dlamoyau et sera prise en charge par le
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protéasome pour étre dégradée (Takahashi et 8b).20e facteur Erm est aussi ubiquitinilé,
mais la forme majeure semble étre une forme moiguitmilé. L’abolition de la
polyubiquitination liée a la mutation de l'ubiquié peut étre corrélé avec I'augmentation de

I'activité transcriptionnelle et I'inhibition de koie du protéasome (Baert et al., 2006).

3- Les voies de signalisation impliquant les facteurs du
groupe PEA3

a- La voie Wnt

Plusieurs données vont dans le sens d’'une impitahi facteur Pea3 dans la voie de
signalisation de Wntl. Cette voie est connue pawer un rbéle aussi bien dans le
développement que dans la tumorigenése, en paticahmmaire. Le facteur Pea3, comme
les facteurs Erm et Er81 semblent contribuer aélgulation de génes cibles de la voie
WntlpB-caténine, comme le gene denatrilysine(Crawford et al., 2001), le gene deckax-2
(Howe et al., 2001) ou le gérnwist (Howe et al., 2003). De plus, le facteur Pea3 est
surexprimé dans les cellules C57/Wntl, mais aussinte les facteurs Erm et Er81 dans les
tumeurs extraites de souris transgéniques pour \(Hatve et al., 2001). Le facteur Pea3 est

aussi surexprimé dans des cellules surexprimght&enine (Liu et al., 2004).

b- La voie de signalisation du FGF

Différentes études ont permis d’établir un lienremés facteurs du groupe PEA3 et la

voie de signalisation du FGF dans différents orgaataypes cellulaires.

L’expression du facteur Er81 est induite par le BF& I'eFGF et bloquée par un
dominant négatif du FGFR au niveau du péle animallal blastula de xénope et dans
'embryon de xénope (Munchberg and Steinbeisse3919Chez le poisson zébre, le patron
d’expression des géenpga3etermrecouvre ceux des genigg8 etfgf3. De plus, I'inhibition
de la voie de signalisation du FGF entraine untembexpression derm et pea3(Raible and
Brand, 2001; Roehl and Nusslein-Volhard, 2001). rb&me, le FGF8 est nécessaire pour
I'expression des facteupea3etermdans le mésenchyme du nez et la placode nasadeche
poulet (Firnberg and Neubuser, 2002). Par contegpitession du facteuer81 n’est pas

régulée par le FGF chez le poisson zebre (RoussigdeBlader, 2006). Dans le sclérotome,
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'expression du facteur de transcriptisoleraxisest régulé par la voie de signalisation du
FGF par I'intermédiaire du facteur Pea3 (Brent @atdin, 2004).

Dans le poumon, les facteurs Erm et Pea3 sont ahdsvla voie de signalisation
meédiée par le FGF et répondant différentiellement differents FGF. Le FGF7et le FGF10
permet I'expression derm et pea3dans I'épithélium distal du poumon cultivé en riggf®,
mais aussi au niveau de I'endoderme du poumonreh#eFGF2 permet aussi une induction
de I'expression des deux génes dans I'endodermeereésoderme. Le FGF9 lui permet une

expression dans I'épithélium proximal (Liu et 2003).

Le facteurpea3est exprimé dans la rétine en développement ahgmllet et sa
transcription est régulée par 'activation du réeep au FGF et par le FGF1, en partie par la
voie de signalisation des MAPK (McCabe et al., 2006

Le FGF18 entraine I'expression des facteurs Pe&Bnetdans la zone ventriculaire du
néocortex. Les facteurs Erm et Pea3 vont alors étraval de la voie de signalisation du

FGFR et ainsi pouvoir définir la spécification desirones corticaux (Hasegawa et al., 2004).

Les membres du groupe PEAS3 pourraient aussi éteva&nde la voie de signalisation
du FGFR-1 dans I'épididyme pour l'activation dextareductase (Fox et al., 2006).

c- La voie de signalisation de I'HGF

Dans plusieurs modeles, le facteur Pea3 a été énoainme étant en aval de la voie
de signalisation de 'HGF. Tout d’abord, dans lestaneurones, 'lHGF sécrété par les
motoneurones en position caudale permet I'exprassiogénegpea3dans les motoneurones
en position rostrale (Helmbacher et al., 2003).

Dans des cellules de carcinome squameux oral,résspn dgpea3est augmentée de
maniere dose-dépendante par 'lHGF (Hanzawa e2@DQ). Dans un modéle de cellules du
poumon, 'HGF/SF permet une augmentation des ctsadie migration et d’'invasion des
cellules exprimant de maniére constitutive le facteea3, mais pas dans les cellules témoins.
De plus, les voies sous le controle du facteur PeaBme la voie Rho/ROCK ou I'expression
des MMP sont aussi contrélées par I'HGF (Hakumea.eR005; Hiroumi et al., 2001 ).
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d- Autres voies de signalisation

L’expression des membres du groupe PEA3 a été gmmisious le contrdle de deux

autres voies de signalisation.

Le facteur Er81 est activé par la voie du PBGfar l'intermédiaire de TAK-1 et de la
p38 MAPK pour transactiver le promoteur du géne&d7(Dowdy et al., 2003).

Dans des cellules tumorales colorectales, I'oxyiieqne augmente I'expression du
facteur Pea3 et les donneurs de NO permettent uiantpr la capacité de liaison du facteur
Pea3 a ’ADN (Liu et al., 2004).

4- La réegulation transcriptionnelle des facteurs PEA3

A I'heure actuelle, peu de données sont disponibiese qui concerne la régulation
transcriptionnelle des facteurs du groupe PEA3pt@moteur humain du génmmea3a été
cloné. C’est un promoteur sans TATA box, régulé Ipatcepteur aux oestrogéenes &R
ERB) et le facteur Pea3 lui-méme (Ishida et al., 2006)

En ce qui concerne le géeem, sa transcription est activée par la voie du PK@sda
les cellules Molt-4. La régulation se fait au nivgaoximal du promoteur (-420, -115) (T'Sas
et al., 2005).

5- L'expression des facteurs du groupe PEA3

bY

Chez la souris, les genesm, er81 et pea3 sont exprimés a tous les stades du
développement embryonnaire, depuis E6,5 jusqu’dprésissance, au niveau de nombreux
organes comme le cerveau, les reins, les poumolesamaur. Les trois membres de ce groupe
présentent un patron d’expression spécifique aSsmck organogeneses mettant en jeu des
interactions entre le compartiment épithélial ani&senchyme adjacent. En regle générale, les
génesrmet pea3dsont préférentiellement exprimés au niveau dulétépithélial, et le gene
er81 au niveau du mésenchyme (Chotteau-Lelievre etl8B7; Chotteau-Lelievre et al.,
2001). Dans les stades précoces, le ggneest exprimé a partir de E6,5 dans la portion
distale de I'ceuf au niveau de I'ectoderme, alors kgxpression d@ea3apparait a partir de

E7,5 dans la partie postérieure de I'embryon. Cesxdfacteurs présentent un patron
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d’expression qui se recouvre en partie a toustéases embryonnaires précoces. Au contraire,
les transcrits der81 ne sont pas détectés avant E9,0-9,5 (Chotteaavrelet al., 2001).

Chez l'adulte, que ce soit chez 'hnomme ou chezdaris, les genesrm et er81
présentent une expression ubiquiste, tandis quaR®¢ém depea3sont uniqguement détectés
au niveau de I'épididyme, du cerveau, de la glapiti@taire, du placenta et de la glande
mammaire (Brown and McKnight, 1992; Chotteau-Laleet al., 1997; Ishida et al., 2006;
Jeon et al., 1995; Monte et al., 1994; Monte etl&l95; Xin et al., 1992).

Au niveau neuronal, I'expression du facteur Peafirne du facteur Er81 est retrouvée
dans les motoneurones et neurones sensoriels. exgression définit les ensembles de
neurones (Lin et al., 1998). Plus tard, il a étéhtm@ que les trois membres sont retrouves
dans les fibres intrafusales des muscles dans téekess précoces du développement du
membre et persistent apres la naissance (Arbér, @080; Hippenmeyer et al., 2002) et dans
la zone ventriculaire du néocortex des le milied’embryogenese (Hasegawa et al., 2004).
Les géne®r81 etpea3sont exprimés dans les corpuscules de Pacini (Stealy, 2006)er81
dans les cellules de Schwann (Parkinson et al.2)208ns les neurones pyramidaux de la
couche V du cortex et dans le thalamus (Yoneshirah,e2006).

Récemment, une étude chez des souris gestantesteehexpression du facteur Erm
au niveau de 'ovaire et de I'utérus au niveauitkidimplantation (épithélium et stroma), du
facteur Er81 dans le stroma puis dans le mésomatreniveau des vaisseaux en
développement et du facteur Pea3 dans le stronsadamis I'embryon lui-méme (Koo et al.,
2005).

6- Les facteurs du groupe PEA3 et la morphogenése de
branchement

Dans la glande mammaire a I'état embryonnaire, togis génes sont fortement
exprimés a E15,5 au niveau du bourgeon épithéGhlotteau-Lelievre et al.,, 1997). Par
hybridationin sity, il a pu étre montré qu’au stade adulte, 'exgoessles ARNpea3eterm
est détectée spécifiguement au cours de la pulstre&ci uniguement au niveau des tubules
épithéliaux en cours de formation. En revancheumawignal n’est détecté au cours de la
gestation, de la lactation ou de l'involution (Cieali-Lelievre et al., 2003).

Les membres du groupe PEA3 sont fortement exprithiéant la morphogenése de

branchement. En effet, si chacun des membres esimex de facon différente pendant ces
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événements, leur patron d’expression est le mérad’'gu s’'intéresse au poumon, la glande
salivaire, le rein ou la glande mammaieem est exprimé dans des bourgeons épithéliaux ou
le branchement s’opergea3 dans I'épithélium en croissance et81 dans les cellules

mésenchymateuses (Chotteau-Lelievre et al., 2003).

Dans le modele de la glande mammaire, l'effet desumexpression de facon
constitutive des facteurs Erm ou Pea3 a été tesié des cellules épithéliales mammaires
normales. Ces cellules épithéliales ont la capadtéormer des branchements dans un gel de
collagéne sous stimulation par 'HGF. Les celludesexprimant le facteur Erm, comme le
facteur Pea3 ont la capacité de faire une arbamescepontanée en gel de collagene en
absence d'HGF, ce dont les cellules parentales isoapables, arborescence équivalente a
celle obtenue avec les cellules parentales incubges de I'HGF. La surexpression des
facteurs Erm et Pea3 en présence d’'HGF permet nilantgr cet effet « morphogénétique ».
De plus, ces cellules acquierent une capacité imvan gel de collagene (Chotteau-Lelievre
et al., 2003).

Au niveau du poumon, I'expression d’'un transgengRearm entraine un blocage du
développement du poumon, aussi bien dans la moepiésg de branchement que dans la
différenciation des cellules précurseurs. La déf@iation se fait bien au niveau des cellules
proximales pour donner les cellules ciliées et tedlules de Clara. Par contre, la
différenciation des cellules distales en alvéolesumes de type | ou Il n’a pas lieu (Liu et al.,
2003).

7- Le facteur Erm et la spermatogenese

Une étude récente a montré I'importance du fadior dans la spermatogenése chez
la souris adulte. Des soumsm’™ sont viables et normales, seuls les males sorikestéOn
observe en effet un blocage de la spermatogenéseud probleme de sécrétion des cellules
de Sertoli (Chen et al., 2005). Néanmoins, les ménses moléculaires impliqués et le role
précis du facteur Erm ne sont pas encore élucidgsmble que dans les cellules de Sertoli, le
facteur Erm est responsable de la production dainsrfacteurs qui permet le renouvellement

des cellules souches pendant la puberté.
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8- Les membres du groupe PEA3 et les neurones

a- Le facteur Pea3 et les motoneurones

L'invalidation de pea3 par recombinaison homologue a donné des résudtgsz
surprenants, en effet, les souris sont viableselsdes males sont stériles. Aprés analyse,
'équipe de Hassell a pu mettre en évidence, qustdailité provenait d’'un probléme
d’éjaculation des males (Laing et al., 2000). Amement, cette équipe a envisagé un

probléme neuronal.

Wild type GDMNF mutant Erg1 mutant |
Pead mutant

Figure 12 : Phénotype observé pour les souris invedkes par recombinaison homologue
pour le GDNF, Pea3 ou Er81.

d’'apres Koo et al (Koo and Pfaff, 2002).

pea3eter81sont exprimés au niveau des neurones sensoneldge et orange) et des motoneurones
(en violet et rouge). Le GDNF est exprimé au nivdaa bourgeons des membres. Dans les mutants
pour le GDNF et Pea3, I'arborisation au niveau mescles est anormale et les corps cellulaires des
motoneurones sont mal positionnés. Dans les mupautsEr81 les projections ventrales des neurones
sensoriels afférents sont absentes.
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Périphérie

GDNF HGF Croissance axonal
A

/
\ \ i
N N N Posmo_nnement des corps
cellulaires des motoneurones

MN

Systeme nerveux central

Figure 13 : Interrelation entre le GDNF, 'HGF et le facteur Pea3 dans la spécification
des motoneurones.

D’apres (Chauvet et al., 2004).

Le GDNF induit au niveau du systeme nerveux celiggbression dgea3dans les motoneurones en
position caudale. Ensuite, sous I'action du FG§& n@toneurones en position rostrale vont étre tadui
a exprimemea3 L'expression dgea3va alors permettre un bon positionnement des amlhslaires
de ces motoneurones et une croissance axonaleeaurde la périphérie.

Le facteur Pea3 contrble I'arborisation terminaléeepositionnement final des corps
cellulaires des motoneurones. La perte de fonaiorfacteur Pea3 dans des soyea3
NLZINLZ rasulte en une perte dramatique de I'arborisatade Iinnervation des muscles cibles
des motoneurones normalem@eata3 +. Ce défaut est visible tant dans les phasepesc
embryonnaires que post-natales. Les corps celglales motoneurones sont eux déplacés de
leur positionnement caractéristique dans la colonogice latérale (LMC) (Ladle and Frank,
2002; Livet et al., 2002). Par contre, I'absencefaliteur Pea3 n’a pas d’'influence sur les
neurones sensoriels ou sur les connexions inteynelas (Figure 12) (Ladle and Frank,

2002).

Dans un mutant nul pour le GDNF (glial derived mgaphic factor), I'expression du
facteur Pea3 est absente dans la plupart des nuntmes et cela conduit au méme phénotype

3\1LZ/NLZ

gue celui décrit dans les mutamsa (Haase et al., 2002). De la méme maniere, la

mutation du récepteur Memnef’® donne un phénotype ressemblant & ceux des syinfs"

ou pea3\1LZ/NLZ

et I'on observe une diminution de I'expression a3 d’environ 60% au
niveau des motoneurones. Il est intéressant da o I'expression du facteur Pea3 est
requise pour I'expression du récepteur Met. Le GDhtuit I'expression dgpea3dans les
motoneurones en position caudale puis ces motonesyosous l'influence de I'HGF,

induisent I'expression dgea3dans les motoneurones en position rostrale (Hethdreet al.,
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2003). GDNF et HGF sont donc des facteurs sécr@tépériphérie qui contrdlent dans

certains motoneurones l'expression du facteur Rgad son tour, contrdle I'expression des
genes responsables de la position des corps éedkiinsi que du trajet des axones (Figure
13).

Dans un mutant nul pour Radlh 2 (Rétinaldéhyde ytslyénase), les neurones
exprimantpea3sont mal positionnés dans la LMC, cependant leaméme impliqué n’est
toujours pas clair (Vermot et al., 2005).

Les membres du groupe PEA3 sont aussi impliqués ts phases médianes et
tardives du développement du néocortex et en paeicdans la migration des cellules
progénitrices des neurones du néocortex. Cet effetsous contrdle du FGFR. Le FGF18
provenant des neurones corticaux précoces coord@xpression temporelle des membres
du groupe PEA3 dans la zone ventriculaire du ndexolls vont alors pouvoir médier I'effet
du FGFR (Figure 14) (Hasegawa et al., 2004).

1}
=]
E .
o
@
A
NI
CP
A A
NO
N N N
E \FGFls
o
S 1Z
a \\l
vz — (w —
FGFR FGFR
FGFR Pea3/Erm/Er81 Pea3/Erm/Er81
Précose Tardif

Figure 14 : Diagramme récapitulant le mécanisme dboucle de régulation dans la mise
en place des neurones corticaux.

D’aprés (Hasegawa et al., 2004).

CP : plaque corticale, 1Z: zone intermédiaire, VZone ventriculaire, PE : progéniteurs précoces,
PM : Progéniteurs médiaux, PL : progéniteurs tardifD : neurones corticaux de la couche profonde,
NI : neurones corticaux de la couche intermédi&i®, neurones de la couche superficielle.
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b- Er81 et neurones

Le facteur Er81 est impliqué dans la régulationlaleformation des connections
synaptiques entre les afférents sensoriels laseght@oneurones. En I'absence d’expression de
er81, les souris sont viables a la naissance pendari 8emaines mais présentent une ataxie
des membres et une mauvaise posture de flexionsgte Les axones des neurones
sensoriels proprioceptifs sont incapables de faire arborisation a proximité des dendrites
des neurones moteurs, se terminant prématurémamtve@au dorsal dans la moelle épiniére
(Figure 12) (Arber et al., 2000).

Les bourgeons des membres émettent un signal iaatest des neurones permettant
'expression deer8l, en effet celle-ci est diminuée par I'ablation chembre (Lin et al.,
1998). La recherche de ce signal a été entrepuis& Aien dans les neurones sensoriels que

moteurs et a mis en évidence une différence ddatigu entre les deux types de neurones.

Un mutantbax’/NT3" a le méme défaut de projection au niveau du systéenveux
central que les sourer81". L'expression du facteur Er81 est en paralléleiniiiée dans les
neurones sensoriels des racines ganglionnairealdsrf®RG) dans ces souris. L'expression
de la Neurotrophine 3 au niveau périphérique indnieffet I'expression du facteur Er81 au
niveau des neurones issus des DRG (Patel et 8B)20

L’acquisition de I'expression dans les motoneuromss plus complexe et est
différente de celle des neurones sensoriels cledia Er81 est exprimé dans la partie médiane
de la colonne motrice latérale (MLMC) en regardrduscle innervé, I'expression dans sa
partie latérale (LLMC) est plus variable. Initialem, des domaines tres larges de
compétences sont établis de maniére précoce auegineurones de la MLMC et la LLMC
dans le tube neural. Puis d’autres signaux de laplp&ie vont pouvoir restreindre

I'expression pour arriver au patron d’expressio@lfi\Wang and Scott, 2004).

Enfin, le facteur Er81 comme Pea3 pourrait régliexpression des cadhérines de
type Il dans les ensembles de motoneurones, néeepsar la ségrégation des motoneurones
(Livet et al., 2002; Price et al., 2002).

En plus, de ces roles au niveau des neuronesctieufaEr81 pourrait étre impliqué
dans le développement des mécanorécepteurs (Sedly, &006), dans l'acquisition des
phénotypes des neurones afférents proprioceptifsniescles (Kucera et al., 2002).

67

© 2007 Tous droits réservés. http://www.univ-lille1.fr/bustl



Thése de Virginie Firlej, Lille 1, 2006
Introduction

c- Le facteur Erm et la mise en place des crétes neurales

Le réle du facteur Erm dans la mise en place duesys nerveux se restreint
actuellement a la mise en place des crétes neueategst exprimé dans les cellules neurales
des racines ganglionnaires dorsales, du gangliososiel cranial et du ganglion sympathique
(Chotteau-Lelievre et al., 1997, Hagedorn et alQ0@. De plus, les cellules de la créte
neurale provenant d’explants neuraux ou de racgegylionnaires dorsales, les cellules
satellites de la glie et les neurones sensorigisiraent ce facteur. Par contre, les cellules
issues des cellules de la créte neurale qui nastyme destinée neuronale n’expriment plus
erm (Hagedorn et al., 2000; Paratore et al., 2002)tilisation d’'un dominant négatif de ce
facteur dans les cellules de la créte neurale réelui différentiation en neurones et stimule
leur différenciation en cellules de la glie. Néammsp le facteur Erm est requis pour la

prolifération des cellules de la glie sans que n&l#ecte leur destinée (Paratore et al., 2002).

9- Les membres du groupe PEA3 et cancer

Les facteurs du groupe PEA3 comme les autres factelUS sont souvent retrouves
dans différents cancers dont les cancers du se#xp gastro-intestinaux, poumon,

gynécologiques ou de la prostate.

a- PEA3 et cancer du sein

Différentes données tendent a mettre en évidenioglication des membres du
groupe PEA3 dans le cancer mammaire.

D’une part, les trois genes sont surexprimés darsioes lignées issues de tumeurs
mammaires humaines : les membres du groupe PEABpsanou pas exprimés dans les
lignées possédant des récepteurs aux cestrogeags ptogestagenes, alors que I'expression
est forte dans les lignées dépourvues de ces etgsptD’autre part, il existe une forte
expression de ces trois génes dans les lignéesreaises hautement métastatiques comme les
MDA-MB-231, en revanche cette expression est tafisld dans des lignées de cellules peu
métastatiques telles que les MCF-7 (Baert et &97)1 La relation négative avec les
récepteurs aux oestrogenes/ a la progestérone udteer@sé confirmée dans des tumeurs
mammaires (Chotteau-Lelievre et al., 2004; Biechale 2004). De méme, en comparant

différentes lignées cellulaires normales et desetusm mammaires induites, on peut
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remarquer une forte augmentation de I'expression fdeteurs du groupe PEA3 dans les

tumeurs (Galang et al., 2004; Howe et al., 2001).

Une corrélation entre I'expression HER2/neuet I'expression dpea3a été établie a
de nombreuses reprises dans des tumeurs. Cheodulés ansgéniques pour I'oncogéene
HER2/neu qui induit des tumeurs mammaires, les genes dwpgroPEA3 semblent
sélectivement surexprimés dans les cellules tumerabrs que I'expression reste faible dans
I'épithélium environnant la tumeur. De plus, I'egpsion d’'un dominant négatif du facteur
Pea3 dans la glande mammaire de souris transgénpmue I'oncogendHER2/neuretarde
'apparition des tumeurs mammaires et réduit lailletet leur nombre. Aussi I'un ou l'autre
de ces trois membres semble nécessaire pour larigenese induite par la protéine
HER2/Neu (Shepherd et al., 2001). Ceci avait d&jaseaggéré par deux études montrant que
'expression du genpea3est retrouvée dans 93% des tumeurs mammairespsimext le
geneHER2/neu(Benz et al., 1997) et dans des adénocarcinomesmaaes observés chez
les souris transgéniques pour 'oncogétieR2/neusurexprimant le gengea3(Trimble et al.,
1993). En effet, dans différentes lignées de asdluhammaires, le facteur Pea3 régule la
transactivation du gendER2/neu(Benz et al., 1997). De méme, HER2/neu va pouagir
sur l'activation du facteur Er81 et permettre aid&ctiver sa fonction transactivatrice au
niveau de certains de ces genes cibles cosmal7(Dowdy et al., 2003)MMP-1 (Bosc et
al., 2001; Goel and Janknecht, 2004) ltert (Goueli and Janknecht, 2004). Une étude
clinique sur des tumeurs de femmes traitées auxié@ne montre des résultats concordants :
en effet 69% des tumeurs HER2 positives exprimefadteur de transcription Pea3 (Fleming
et al., 2004). De méme, une autre étude cliniggédaur I'analyse de 130 tumeurs humaines
montrent une corrélation entre HER2 et Pea3 (Bietla, 2004).

Cependant, certaines études ont donné des réstdtatadictoires. En effet, diverses
expériences ont mis en évidence que le facteur Re@Be in vitro commein vivo la
croissance des cellules cancéreuses exprimanh&HiER2/neu et qu'il réprime I'activité du
promoteur du génelER2/neu(Xing et al., 2000). Une étude clinique récenteébasur des
études immunohistochimiques et d’hybridationsitu ne montre aucune corrélation entre
HER2/Neu et le facteur Pea3 (Xia et al., 2006).tecCehéme etude ne montre pas de

correspondance entre le facteur Pea3 et des gigiiescliniques ou une valeur pronostic.

Néanmoins, lorsque la protéine Pea3 est surexpritedraniére constitutive dans les
cellules MCF-7, ces cellules acquiérent un phérmtypétastatique. Ce phénomene

s’accompagne d’une forte augmentation de I'expoesdu gene dé&a MMP-9 (collagénase
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de type 1Y ainsi que d’'une augmentation de la capacité ineast de la mobilité des cellules

in vitro etin vivo aprés implantation en souris immunodéficientes/éket al., 1996).

La surexpression du facteur Pea3 augmente ausisiniscription de géenes impliqués
dans la formation de métastases mammaires, comastedpontinedans des lignées
mammaires de rat (El-Tanani et al., 2004) nd&c4 dans des cellules mammaires normales
murines (Perez et al.,, 2003), ou d@®x-2 dans des cellules mammaires humaines
(Subbaramaiah et al., 2002).

Trois études récentes portant sur des tumeurs hesmaonfirment le role du facteur
Pea3 dans la cancérogenese mammaire en tant qupienarde l'agressivité tumorale
(Bieche et al., 2004) et de la progression tumoealeeffusions malignes (Davidson et al.,
20044a; Davidson et al., 2004b), et celui du fact&un comme valeur pronostic des cancers
épithéliaux mammaires (Chotteau-Lelievre et alQ4)0Une corrélation entrgea3et ereg
nrgl, nrg3, erbB1, MMP-2, MMP-1 (marqueurs de I'agressivité tumorale) a aussimgtgtrée
dans des tumeurs mais aussi dans différentes eeltaincéreuses (Bieche et al., 2004). Il en
est de méme pour la MMP-2, le récepteur a la Laminie 67kDa et de I'Intégrings dans

les effusions de cancer du sein (Davidson et @048).

Enfin, une étude clinique réalisée par immunohtstoe montre que le taux de survie
sans récidive a 6 ans est significativement pliddahez les patientes ayant eu une tumeur
avec un profil Pea3t aucun parallele n’est observé avec I'évolutigatastatique (Kinoshita
et al., 2002). Ces données vont a I'encontre daedteds obtenus vitro etin vivo jusqu’a
maintenant. De méme, I'expression de maniere imaectiu facteur Pea3 dans des cellules
humaines cancéreuses de sein inhibe la croissameale et permet une augmentation de la

survie en souris (Yu et al., 2006).

b- PEA3 et cancer du tractus oral

Le facteur de transcription Pea3 a aussi pu égecaés aux cancers du tractus oral.
Différentes études ont été menées a partir delegldSC3, des cellules invasives de cancer
buccal. Dans ces cellules I'expressionp@@3est retrouvée en paralléle de I'expression des
MMP-1 et MMP-9, par contre I'expression de cesstroiblécules n’est pas retrouvée dans des
cellules issues de tumeurs orales (KB) non invas{@hindoh et al., 1996). Dans ces cellules,
'HGF va induire I'expression dpea3et ainsi entrainer I'activation de MMPs (en paitier

la MMP-9), ce qui peut étre corrélé a 'augmentatitu potentiel invasif de ces cellules en
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présence d’HGF et a la diminution du potentiel sivae cellules exprimant un dominant
négatif du facteur Pea3 (Hanzawa et al.,, 2000)cdaélation Pea3/MMP/invasion avait
préecédemment été envisagée dans ces cellulesugiisdtion d’'une construction antisens de
pea3 Dans ces cellules exprimant constitutivement AlRRBIm antisens du facteur Pea3, on
observe une diminution de I'expression des genagegtprotéines MMP-1 (collagénase de
type 1), MMP-3 (stromélysine), MMP-9, ainsi qu’uimibition de la capacité invasive de ces
cellulesin vitro commein vivo (Hida et al., 1997a).

Dans des cellules de carcinome squameux, I'exmpmesdes ARNmM depea3 est
détectée dans la plupart des cas, cette expressbmplus importante dans les cas de
métastases ganglionnaires (Hida et al., 1997bludreentation de I'expression gea3est
aussi retrouvée dans des tumeurs de la langue,ds tacon corrélée a celle du gdmeP-1
(lzumiyama et al., 2005).

c- PEA3 et cancer du tractus gastro-intestinal

Crawford et son équipe ont montré les premiersppaScomme les autres genes du
groupe était exprimé dans de nombreuses tumeypstduntestin chez la souris (souris Min)
mais aussi dans des lignées cellulaires de cancedldn (Crawford et al., 2001). A la suite,
de nombreuses études ont donné des résultats @ddlastie méme sens. En effet, I'analyse de
tumeurs colorectales montrent une surexpressiontrdes membres du groupe PEA3 par
rapport aux tissus normaux, et une corrélationedigkpression au niveau ARNm gea3et
des geneMMP-1, matrilysine cox-2 et INOS au niveau des carcinomes ou des adénomes
(Boedefeld et al., 2005; Horiuchi et al., 2003; No%t al., 2005b). Cette surexpression des
trois membres du groupe PEA3 est retrouvée dansihesurs gastriques (64% popea3
31% pourer81l et 26% pourerm) et la corrélation entre les ARNpea3et matrilysine est
aussi établie (Yamamoto et al., 2004). Dans ceg daudes, I'expression geea3est corrélée
a la profondeur de l'invasion, l'invasion lymphateet veineuse, aux nodules lymphatiques
et aux métastases, mais aussi au mauvais pronastiterme de survie. D’autre part,
'expression constitutive d'un antiseqea3 dans les cellules HT-29 (cellules de cancer
colorectal) ne modifie pas la vitesse de proliférades cellules mais diminue leur potentiel
invasif (Horiuchi et al., 2003). De méme, une autrede par puces a ADN de différentes
tumeurs du cOlon montre de méme une surexpressi@eaBdans ces tumeurs par rapport

aux tissus normaux, mais aussi dans les carcinamasifs par rapport aux adénomes. Ceci
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semblerait indiquer un role du facteur Pea3 danprdsgression tumorale (Nosho et al.,
2005a).

pead3 fait partie des genes surexprimés de maniere figigtive dans les banques
d’ADNCc de cancer du cbélon par rapport aux banquesissus normaux. De plus, dans des
cellules de cancer du colon (T84), la transfecpand’'un siRNA dirigé contrpea3entraine
une diminution de la capacité proliférative et raigire des cellules (Moss et al., 2006). Dans
des cellules de cancer gastrique (MNK45) I'expassl’'un antisenpea3modifie aussi leur

potentiel invasif (Yamamoto et al., 2004).

Finalement, une étude sur un petit nombre de tusndwifoie comparées a des tissus
normaux montre que le géemea3est exprimé dans les tumeurs mais pas dans msstis
normaux (lguchi et al., 2000).

d- PEA3 et cancer du poumon

L’étude de tumeurs du poumon a petites cellulesQINS et de lignées cellulaires
cancéreuses de poumon montre que I'expressigeagest détectée au niveau ARN dans la
plupart des cas, alors que son expression n'estepasivée dans le poumon normal et dans
les lignées cellulaires correspondantes. De pdusutexpression constitutive du facteur Pea3
dans des cellules cancéreuses de poumon (NSCLCh'guprime pas le facteur Pea3,
augmente les capacités de migration et d’'invas®oeas cellules en présence ou non d'HGF
(Hiroumi et al., 2001). Le facteur Pea3 va aussivp@ activer la voie Rho/ROCK, et par
cette voie réguler I'invasion et la migration dedldes (Hakuma et al., 2005). Ces cellules
surexprimant le facteur Pea3 injectées soit pag goiis-cutanée, soit en intra pulmonaire en
souris immunodéficientes, provoquent des tumeuns ¢k plupart des cas, accompagnées de

meétastases dans le cas des injections intra-puinesr{i&lakuma et al., 2005).

Dans des cellules de poumon a potentiel métasatiRGBEL), le facteur Pea3 va
pouvoir activer la Betal,4-galactosyltransferadees deux protéines sont surexprimées dans
ces cellules par rapport a des cellules non méists comme les PGLH7et sont impliquées
dans le potentiel invasile ces cellules. De plus, la surexpression dudad®ea3 dans les
cellules PGLH7 entraine une augmentation de ladit@pde migration de ces cellules (Zhu et
al., 2005).
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e- PEA3 et cancer gynécologique

L’expression degpea3est retrouvée dans des carcinomes ovariens aessdans les
cellules tumorales que dans le stroma (Davidsai. e2003a), mais aussi dans des effusions
malignes issues de carcinomes ovariens (Davidsah.,e2004a). De maniére intéressante,
'expression depea3d dans ces effusions est corrélée a I'expressiofi e, I'ab-, la f1-
intégring I'EMMPRIN et IL-8. Les ARNmEMMPRIN bFGF, pl-intégrine et pea3 sont
aussi co-exprimés au niveau des tumeurs et du atimpat stromal (Davidson et al., 2003a;
Davidson et al., 2003b; Davidson et al., 2004a).faeteur Pea3 a pu étre associé a un
mauvais pronostic en terme de survie dans lesream@s ovariens et donc a pu étre défini

comme marqueur des tumeurs ovariennes avanceesi$ba\et al., 2003a).

Dans les carcinomes de I'endométre (EEC), la fadEm est exprimé aux stades
correspondant a linfiltration du myomeétre ; I'augntation de I'expression du facteur Erm
apparait principalement au passage de I'endomgtphaé vers I'hyperplasie et le carcinome

au cours de la progression tumorale (Planagumia, 085).

Enfin, dans des cellules cancéreuses du col dalist(siHa), I'expression constitutive
d'un antisens degea3 entraine une augmentation de la capacité invasdévees cellules
(lwasaki et al., 2004).

f- Les fusions transcriptionnelles

» Tumeurs d'Ewing

Dans de rares cas de tumeurs d’Ewing, on peut uedrodes réarrangements
chromosomiques entex81 (Jeon et al., 1995) quea3(Kaneko et al., 1996) et le geaws.
Ces translocations permettent I'expression d’'urmtémme EWS-ETS comprenant le domaine
ETS des facteurs ETS impliqués, et permettent ainsi transactivation accrue des genes
cibles de ces facteurs de transcription. On peet par exemplehtert qui a été défini comme
un gene cible de EWS/E1AF, et qui permet une me#léransactivation que la facteur E1AF
seul (Takahashi et al., 2003). On peut noter qUSHANAF est aussi capable d’interagir avec
p300. Par contre, EWS-Etvl semble jouer le role daminant négatif sur la transcription du
récepteur du TGF par le facteur Etvl lui-méme et réprime seul @nscription de ce
récepteur (Im et al., 2000).
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» Tumeurs de la prostate

Récemment il a été mis en évidence gqu&l (commeerg) est surexprimé dans des
tumeurs de la prostate de la méme facon GNHPRSS2 En effet, il existe une fusion
transcriptionnelle entre 'exon 1 AMPRSS2t le début de I'exon 4 d&81 ou entre I'exon
2 deTMPRSS2t le début de I'exon 4 d&81 Ces fusions sont retrouvées en parallele d’'une
surexpression der81 que ce soit en puces a ADN ou en Q-PCR dans aesutrs de la
prostate (Tomlins et al., 2005). Cette méme éqaipeissi réecemment mis en évidence une
fusion transcriptionnelle d@MPRSS2avec un autre facteur ETStv4 (ou pea3, qui est

retrouvé encore plus rarement (2/98 cas) (Tomlirad. £2006).

10- Les genes cibles des facteurs du groupe PEA3

De nombreux genes cibles ont été définis ces demignnées. La liste est résumée
dans le tableau 9, avec leur role potentiel dansirgorigenése et le développement. Les
meéthodes d’analyse des promoteurs quand ellest®mhénées, sont décrites dans le tableau
10.

» Métalloprotéases et molécules d'adhérence

L’activation de nombreuses métalloprotéases auanivede leur promoteur a été
associée a l'expression des facteurs du groupe PEA3P-1, MMP-9 et MMP-3 (Bosc et
al., 2001; Higashino et al., 199%),T1-MMP (Habelhah et al., 1999; Izumiyama et al., 2005)
et MMP-7 (matrilysine) (Crawford et al., 2001; Lynch et,@&004). Une corrélation entre
I'expression des métalloprotéases et I'expressies fdcteurs du groupe PEA3 a aussi été
mise en évidence dans de nombreux tissus tumotaintgau 8).

Mais les génes codant les métalloprotéases nepssnies seuls genes cibles mis en
evidence. L'expression d’autres génes codant dddcoles d’adhérence ou du cytosquelette
est régulée par les membres du groupe PEA3. En ibHieété montré que :

- le facteur Pea3 active la transcription du gémmentine dans des cellules

épithéliales mammaires (Chen et al., 1996; Upadleyay., 2006),
- le facteur Erm est capable de transactiver le pteanod’un géne codant une

molécule d’adhérence intercellulairlcCAM-1 (de Launoit et al., 1998),
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- I'expression ectopique du facteur Er81 au nivealadglande mammaire lactante
de souris transgéniques permet la surexpressiomgéatessstromeélysine let uPA
(Netzer et al., 2002).

- la surexpression du facteur Pea3 dans des celkpékéliales engendre une
augmentation de I'expression de génes comm@ariantine lafibronecting codant
des marqueurs des cellules fibroblastiques et uméndtion de I'expression de
génes codant des marqueurs épithéliaux coifittreadhérine lay ou p caténine
(Upadhyay et al., 2006).

Les facteurs du groupe PEA3 peuvent aussi régidepression d’autres genes

pouvant étre associés a la tumorigenése.
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Gene dont
I'expression est
corrélée aux Modele tumoral Référence
facteurs du groupe
PEA3
MMP-1 Effusion ovarienne, Oral, (Davidson et al., 20044a;
Colorectal Hanzawa et al., 2000; Hida et 4l.
1997b; Horiuchi et al., 2003)
MMP-2 Sein (Bieche et al., 2004)
MMP-3 Oral (Hanzawa et al., 2000; Hida et
al., 1997b)
MMP-7 Sein, Colorectal, Gastrique (Bieche et al., 200z d&:feld
et al., 2005; Horiuchi et al.,
2003; Nosho et al., 2005b;
Yamamoto et al., 2004)
MMP-9 Effusion mammaire, Oral, Sein (Davidson et al., 460
Hanzawa et al., 2000; Hida et 4l.
1997b; Kaya et al., 1996)
MMP-13 Sein (Barrett et al., 2002)
MMP-14 Sein (Barrett et al., 2002)
MT1-MMP Langue (Izumiyama et al., 2005)
Intégrinefl Effusion ovarienne, carcinome | (Davidson et al., 2003b;
ovarien Davidson et al., 2004a)
Intégrineav Effusion ovarienne (Davidson et al., 2004a)
Intégrinea6 Effusion mammaire, Effusion (Davidson et al., 20044a;
ovarienne Davidson et al., 2004b)
EMMPRIN Effusion ovarienne (Davidson et al., 2004a)
IL-8 Effusion ovarienne (Davidson et al., 2004a)
LR 67kDa Effusion mammaire (Davidson et al., 2004b)
Cox-2 Colorectal (Boedefeld et al., 2005; Noshg
al., 2005b)
EREG Sein (Bieche et al., 2004)
NRG1,3 Sein (Bieche et al., 2004)
ErbB1 Sein (Bieche et al., 2004)
ErbB2 Sein (Benz et al., 1997; Fleming et
al., 2004; Trimble et al., 1993;
Bieche et al., 2004)
iINos Colorectal (Nosho et al., 2005b)

et

Tableau 8 : Corrélation dans différents types de azers entre I'expression des facteurs
du groupe PEAS3 et les genes cibles potentiels.
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» Facteurs impliqués dans la tfumorigenése

Le facteur de transcription Pea3 comme les autembres de la famille PEA3 sont
capables de transactiver le promoteur du gaméooxygénase, Zet effet de transactivation
nécessite les sites Ets et NF-IL6 (Howe et al. 12Q0u et al., 2004)Le facteur Pea3 agit en
synergie avec c-Jun et p300 pour transactiver ocengeur, effet qui est augmenté par
'oxyde nitrigue dans le cas de p3@Qiu et al.,, 2004) D’autre part, les facteurs de
transcription c-Jun ep-caténine en collaboration avec les facteurs dwpmgoPEA3
permettent la transactivation du promoteur du gévist (Howe et al., 2003) et du gene
ostéopontingdEl-Tanani et al., 2004).

Un dernier cas de synergie entre c-Jun et le fad®@a3 pour la régulation de la
transcription de génes cibles est retrouvé datiiéaature au niveau du promoteur du géne
muc-4 humain dans des cellules cancéreuses pancréatffaaguette et al., 2005) et du
promoteurmuc-4 de rat dans des cellules mammaires normales (ttiweszon sous la
dépendance des voies ERK/MAPK et SAPK/JNK) (Peted. £2003).

Parmi les autres genes transactivés par les facteugroupe PEA3 aussi impliqués

dans la tumorigenese, on peut citer :

- le promoteur du genmammaglobinemarqueur du cancer du sein, transactivé par
le facteur Pea3 (Hesselbrock et al., 2005),

- le promoteur du geneavéoline-1dans des cellules épithéliales de poumon
transactivé par les facteurs Erm et Pea3 (Katlatréd., 2004),

- le promoteur du géngalT1transactivé uniquement par le facteur Pea3 (Zlal. et
2005),

- le promoteur du gen€GF5RII, suppresseur de tumeurs transactivé par le facteur
Pea3 comme par les facteurs Etsl et EIf-3 dans cedlsles souches F9
différenciées (Kopp et al., 2004),

- le promoteur du gen@/T1(Discenza et al., 2004).

» Molécules impliquées dans les mécanismes de prolifération et apoptose

Il a aussi été montré une transactivation par ¢teta Pea3 des promoteurs de genes

impliqués dans des mécanismes mis de prolifératiogiogeneése ou apoptose :
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- le promoteur du géng21*®"“? dans des cellules humaines & papillomavirus suite
un stress génotoxique (Funaoka et al., 1997),

- le promoteur du géeneEG-3(Su et al., 2001),

- le promoteur de IL-8 dans des cellules cancéreuses hépatiques (lgudi, e
2000),

- l'activation de la transcription du gérmax par chacun des membres du groupe
PEA3 en synergie avec le facteur de transcripti®@F, sans liaison a 'ADN

directe des membres du groupe PEAS3 (Firlej e2@DS).

» Autres molécules réqulées par les facteurs du groupe PEA3

En marge de ces molécules, il existe quelques gehkes potentiels qu’il ne nous est
pas possible de classifier avant :

- les géneg-fos et dessérines protéases inhibiteurs SSGént régulés au niveau
transcriptionnel par le facteur Pea3 dans desleslicancéreuses du col de l'utérus (lwasaki
et al., 2004),

- le promoteur du gengHX1 est transactivé par le facteur Pea3 dans dedaxh9
(Shou et al., 2003),

- les facteurs Er81 et Erm peuvent transactivepriemoteur du gen@rénésiline
(Pastorcic and Das, 2003b; Pastorcic and Das, 2004)

- le facteur Er81 peut activer la transcriptionmtamoteur du génemad7en synergie
avec le facteur HER2/Neu, dans une moindre me®gddcteurs Pea3 et Erm sont aussi
capables d’agir en synergie avec HER2/Neu au nideaze promoteur (Dowdy et al., 2003),

- dans des cellules épididymales, le facteur PeaBactive le promoteur de GGT
IV au niveau d’un site proximal (Lan et al., 1999),sr@ourrait agir en répresseur au niveau
des sites distaux,

- les membres du groupe PEA3 pourraient aussi @édal transcription de géenes
importants au niveau du segment initial de I'épydie : -5 reductasegpt-pr4, Srd5aggt et
gpx 5(Fox et al., 2006; Yang et al., 2006).

* Les génes réprimés par les facteurs du groupe PEA3

Dans tous les cas décrits jusqu’ici, les facteuns gioupe PEA3 ont un effet
transactivateur. Cependant, a I'heure actuellas tggnes ont été décrits comme régulés

négativement par le facteur Pea3 :
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- la glutathione péroxydase §px-5 (Drevet et al., 1998),

- I'u-PAR cette répression est retrouvée au niveau pratéigus des cellules CHO
transfectées par le facteur Pea3 (Hapke et al1)200

- le geneHER2/neudans des cellules cancéreuses pancréatiques oiermes
(Xing et al., 2000; Fauquette et al., 2005).

L’analyse de la régulation de ces différents géribles montre d’'une part que ces
facteurs se fixent le plus souvent au niveau dmpteur en position proximale par rapport au
site d'initiation de la transcription (Tableau 10)autre part, I'analyse des différentes zones
de fixation des facteurs Erm, Er81 et Pea3 permeddafinir un consensus de fixation plus
spécifique a ces facteUBAGGA(A/T) (Tableau 11).

On peut noter que la plupart des géenes cibles @®rirl’heure actuelle pour les

facteurs du groupe PEA3 ont un role dans les mégaasd impliqués dans la tumorigenese.
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Geéne cible

Type de protéine codée

IN®P os9y |

Activé p

Réleentiel dans la tumorigenése ou le
développement

Références

o-5 réductase

Enzyme de conversion

Pea3, Erm, Ecib81

(Fox et al., 2006; Yang et al.,
2006)

-
Pea3, Erm, Eg81

bax Facteur pro-apoptotique Connu gauréle apoptotique dans certains | (Firlej et al., 2005)
— cancers
cavéoline-1 Protéine structurale des Pea3, Erm 5 Surexprimé dans certains cancers enuypeti (Kathuria et al., 2004)
cavéoles - métastatiques, réle potentiel dans l'invasion, la
S | migration ou 'anoikis
c-fos Facteur de transcription du Pea3 > (lwasaki et al., 2004)
complexe AP-1
cyclooxygénase- Métabolisme de I'acide Pea3, Erm et Er81 Corrélé a la tumorigenése, dilentiel dans la (Howe et al., 2001; Liu et al.,
arachidonique prolifération cellulaire, angiogenése, invasion et | 2004)
inhibition de I'apoptose
galT1 Glycoprotéine membranaire Pea3 Corrélation au fietenétastatique (Zhu et al., 2005)
(quantité de galT1 élevée dans lignées
métastatiques)
GGT IV Enzyme du métabolisme du | Pea3 Régulation de la spermatogenese et des facteur (Lan et al., 1999)
glutathion testiculaires
Gpt-pr4 Facteur du fluide testiculaire Pea3, Erm, Er81 (Yang et al., 2006)
Gpx-5 Glutathione péroxydase Pea3, Erm, Er81 (Drevet et al., 1998)
hTERT Sous unité de la télomérase Er81 Surexpressionlésancers, sortie de la (Goueli and Janknecht, 2004)
sénéscence
héparanase Enzyme de dégradation de la| Pea3, Er81 Métastases, embryogenese, réparatiolaiie et | (Lu et al., 2003)
matrice extracellulaire inflammation
icam Molécule d’adhérence Erm Migration cellulaire, agimee cellules-cellules, | (de Launoit et al., 1998)
angiogenese
IL-8 Interleukine Pea3 Facteur angiogénique (Iguchi. g2@00)
mammaglobine | Sécrétoglobine Pea3 Marqueur du cancer du sein séiirock et al., 2005)
muc4 Glycoprotéine Pea3 Surexpression dans certaingraatdans la (Perez et al., 2003)

glande mammaire lactante

uonINPOU|
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&
Gene cible Type de protéine codée Activé par Rélefentiel dans la tumorigenése ou le Références
gj développement
n
MMP-1, MMP-3,| Métalloprotéases : dégradationPea3 (Er81 p'iUr Implication dans la tumorigeneése, métastatisation,(Bosc et al., 2001; Crawford e
MMP-7, MMP-9,| de la matrice extracellulaire | MMP-1) = embryogenése al., 2001; Habelhah et al., 199
MT1-MMP - Higashino et al., 1995;
N lzumiyama et al., 2005 ; Lynch
= et al., 2004)
HER2/neu Récepteur tyrosine kinase Pea3 Surexpression éeradla tumorigenése (Fauquette et al., 2005; Xing &
mammaire, au potentiel métastatique et a la al., 2000)
chémorésistance
Ostéopontine Glycophosphoprotéine Pea3, Erm Développement mampraétastases (El-Tanani et al., 2004)
p21varep Inhibiteur de Cdk Pea3 Supresseur de tumeurs (karetal., 1997)
PEG-3 Forme tronquée de gadd34 Pea3 Surexpression ré&aans certains cancers (Su et al., 2001)
(dominant négatif de gadd34)
Présénilinel Protéines de membrane Erm, Er81 Développementgi@nsg nerveux central (Pastorcic and Das, 2003;
Pastorcic and Das, 2004)
SSCA Inhibiteurs de sérine protéases Pea3 (lwasaki et al., 2004)
smad7 Inhibiteur de la voie du TGF | Er81, Erm, Pea3 Inhibiteur du T@Enhibiteur de la progression | (Dowdy et al., 2003)
dans le cycle cellulaire)
TGHRII Récepteur au TGFa activité | Pea3 Agit comme un suppresseur de tumeurs (Kopip, @004)
sérine/thréonine kinase
twist Facteur de transcription famillePea3, Erm, Er81 A des propriétés oncogénique<léaau potentiel | (Howe et al., 2003)
bHLH métastatique
Dans le développement du membre et neuronal
uPAR Récepteur de 'uUPA Pea3 Chémotaxie, angiogenesggaiioin, adhérence (Hapke et al., 2001)
vimentine Filament intermédiaire Pea3 (Chen et al., 1996)
WT1 Facteur de transcription Pea3 Transition mésenctgpitheliale, (Discenza et al., 2004)
Surexprimé dans cancers du sein
ZHX1 Facteur de transcription a Pea3 ? (Shou et al., 2003)

doigts de zinc et

homéodomaine
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1)

Geéne Moyens d’étude Séquence de| position Référence
'EBS

Cox-2 Délétants taaaaggaggttct | -73 (Liu et al., 2004)
Mutagenése

Caveoline-1 Mutagenése gcagagagtagtt -849 (Kathuria et al.,
Retard sur gel 2004)

galTl Transactivation | cccgcdtcecgecct | -203 (Zhu et al., 2005)
Mutagenese
Retard sur gel

GGT IV Transactivation | ctctggtcagaggc -19 (Lan et al., 1999)
Mutagenése

IL-8 Délétants caaatggaatgtga | -134 (Iguchi et al., 200(
Mutagenese
Retard sur gel

Mammaglobine | Délétants gaaaggga@agaag -265 -175 (Hesselbrock et al
Mutagenese gaagcagadattctt 2005)
Retard sur gel

Her2/neu Transactivation | gcttgaygagtataa | -30 (Xing et al., 2000)
Mutagenese
Retard sur gel

muc4 rat Transactivation | taggcagaagtgcc | -250 (Perez et al., 2003)
Mutagenese (Fauquette et al.,

humain | Retard sur gel | ttttctttcctggtgg -216 2005)

PEG-3 Mutagenese gttgttitcctcttce -104 (Su et al., 2001)
Retard sur gel

préséniline Transactivation | agagcggaatgacg| -10 (Pastorcic and Dal
Mutagenese 2003b)
Retard sur gel

smad7 Transactivation | cggaagtcagtccc | +58 (Dowdy et al.,
Mutagenese 2003)
Retard sur gel

TGFRSRII Transactivation | aggagttcctgtttc +19, +26 (Kopp et al., 2004
Mutagenese tcctgticcctcgge

uPAR Transactivation | acgttajgagagaga | -248 (Hapke et al., 20Q
Mutagenese
Retard sur gel

WT1 Transactivation | ccggcggadatacg | -851 (Discenza et al.,
Mutagenése gcgccagagcetceg | -863 2004)
Retard sur gel

ZHX1 Mutagenese gagtggtccggggtt | -58 (Shou et al., 2003

Retard sur gel

Tableau 10 : Séquences de liaison des facteurs duwgpe PEA3 des promoteurs de ses

genes cibles.
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cyclooxygénase-2|t aaaaaggaaggttct
cavéoline 1 ggcagaggatgtagtt
galTl agggcgggaaggcggg
GGT gcctcaggaaccagag
IL-8 caaataggaagtgtga
mammaglobine |[gaaagaggaagagaadg
gaagcaggaagattct
Muc-4humain |t aggcaggaaggtgcc
rat ccaccagggaagaaaa
PEG-3 ggaagaggaaaacaac
préséniline agagccggaaatgacg
smad7 gggacaggatcttccg
TGFARII gaaacaggaaactcct
gccgagggaaacagga
UpaR acgttaggaagagaga
WT1 gcgccaggatgctccg
ccggccggaatatacg
ZHX1 aaccccggaaccactec

A 47 8721300181555 56 44

T 20012 000031473234

G 95663 2181800944547

C 3643113000 03524943
Consensus Gx(g/a)(g/&AGGA(A/T) GXXXXX

Tableau 11 : Consensus de fixation des facteurs duoupe PEAS3.

V- Les mécanismes d'ARN interférence

L’ARN interférence est un mécanisme permettantdgradation d’'un ARN par des
petits siRNA (small interfering RNA) ou empéchaatiaduction en protéine par des miRNA
(microRNA). Ce mécanisme naturel, retrouvé consders le monde végétal comme animal
a été mis en évidence dans le monde animal en @88&ire etal. lls ont montré que
lintroduction d’'un ARN double brin chez le némagodntrainait la dégradation de 'ARN

messager possédant une complémentarité avec éqtterse (Fire et al., 1998).

Ce mécanisme comprend deux étapes : tout d’abodédeadation de 'ARNdb en
petits ARN interférents appelés siRNA de 21 a 28léutides, puis I'association de ces
derniers a un complexe protéique qui permettraetaatiation de I'ARN cible. La dégradation
de 'ARNdb en siRNA va se faire grace a une enzge¢ype ARNaselll : Dicer. Les siRNA
vont alors étre pris en charge par le complexe RtfCva permettre une reconnaissance de
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la cible, I'ouverture du siRNA db pour permettrhylbridation et ensuite la dégradation de
I’ARN cible (Figure 15).

sy, XN

SiRNA-Mediated
Target Recognition

Degraded mRNA

Figure 15 : Mécanismes de I'’ARN interférence.

D’apréswww.imgenex.com

Les ARNdb sont reconnus par le complexe Dicer quiles dégrader en siRNA d’environ 21
nucléotides. Ceux-ci vont étre pris en charge pamoimplexe RISC, qui va permettre la présentation
du brin antisens au niveau de I'ARN cible et sardéation.

Ce mécanisme naturel a été détourné pour pouvdificiatlement détruire
spécifiquement certains ARN dans la cellule. Powla,c des siRNA sous forme
oligonucléotidiques peuvent étre déterminés gradesalogiciels. Au début, la sélection des
SIRNA se faisait empiriquement en se basant swolmaissance des siRNA fonctionnels
(Elbashir et al., 2002). Les séquences doiventd&r&9 nucléotides flanquées d’'un AA en 5’
et d'un TT en 3’ dans l'idéal (ou d'un AA en 5’ gpiement). La séquence doit étre située
dans la région codante a 100 pb du site d'initratia de terminaison de la transcription. A
I'heure actuelle, les données concernant I'effigadies sSiRNA ont évoluées. Tout d’abord,
une asymeétrie peut étre envisagée pour permettriawdeiser la prise en charge du brin
antisens par rapport a l'autre. Ensuite, il fanirteompte de la stabilité du duplex siRNA, de
I'accessibilité de la cible ARN, la longueur du BiR et respecter certaines caractéristiques
de séquence (Pei and Tuschl, 2006). Ces caraj@dastsont maintenant prises en compte
dans la mise au point des algorithmes des logipeisiettant la conception de siRNA.
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Les siRNA selon leur stabilité permettent d’avaielexpression pouvant dépasser une
semaine d’expression. Cependant, des vecteursré'ssipn de shRNA ont été congus pour
permettre I'expression constitutive des siRNA. LsBNA sont insérés dans un vecteur
d’expression selon une séquence pouvant se refesoosr forme d’épingle a cheveux, sous
contréle d’'un promoteur de type ARN polymérase(HIL ou U6) (Figure 16). Les siRNA
seront transcrits sous forme de shRNA, qui serostgn charge par Drosha qui permettra
d’obtenir une épingle a cheveux (cf. mécanisme mMiRbuis par le systeme Dicer puis
RISC. Des vecteurs de type plasmidiques, indudible non, rétroviraux ou lentiviraux ont
été décrits.

shRMNA expression cassette

i targel sequence Spuer antrsense argel sequence |
RMNA pol 1T prosnoter Ecl sequence L £ 1 termlialon

~ 20 it 6-7 il ~20nt

Jj’ Transcription

loap

harpin

Il

siRNA /

Figure 16 : Représentation d’'une construction shRNA

shRNA

Selon www.genlantis.com

En parallele du mécanisme siRNA, il existe dansdbule, un mécanisme d’ARN
interférence faisant intervenir des miRNA. Les mRBont codés dans le génome et vont
empécher la synthese protéique. Les miRNA sons¢rée sous forme de pri-miRNA par
'ARN polymérase IlIl. lls sont alors reconnus eivés par la ARNase Ill Drosha pour
produire un pré-miRNA d’environ 70-90 nucléotid€=lui-ci, passé du noyau au cytoplasme
grace a I'Exportine 5, est pris en charge par Datedevient un miRNA fonctionnel (Cullen,
2006) (Figure 17). S’il existe un mésappariemeriteete miRNA et la séquence cible, le
MiRNA va entrainer un blocage de la traduction)'ledmologie est parfaite le miRNA

permettra la dégradation de 'ARN cible.

En utilisant ces observations, des miRNA artifeigans le contexte nucléotidique des
pri-miRNA ont été utilisés et semblent étre treBcate pour permettre la répression de

'expression des genes (Chang et al., 2006). Sprineipe, I'équipe de Hannon a congu une
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librairie de shRNA mimant les pri-miRNA et clonéasng un vecteur rétroviral pSM2 avec un

promoteur U6. Les shRNA seront pris en charge par les complexes Drosiiicet pour

étre maturés de facon efficace et pourront alaes @tis en charge par le complexe RISC

(Chang et al., 2006).

Y Y Y AT
l(,
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l( T
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Nucleus ka

ED /i
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% dup!ex
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High homology Pamal homology
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'

mRNA degradation mRNA translation inhibition

Cytoplasm

Figure 17 : Voie de synthése des miRNA chez 'homme

D’apres (Cullen, 2006).
Les miRNA sont transcrits sous forme de pri-miRNAr ) ARN polymérase |l

lls sont alors

reconnus et clivés par la ARNase Il Drosha pouodpire un pré-miRNA d’environ 70-90
nucléotides. Celui-ci, passé du noyau au cytoplagn@ee a I'Exportine 5, est pris en charge par Dice

et devient un miRNA fonctionnel.
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I- Oligonucléotides utilisés

Pour notre étude, nous avons utilisé les oligoriitiés suivants :

Utilisation Oligonucléotide Séquence 5’-3’
Clonage bax Pr bax 100S ATGCGGTACCCACTGCCGCTGCCTCTCG
Pr bax 100AS ATGCGAATTCTTGCGGGGCACCCACGT
Pr bax 5Sp1S CATGCGGTACCTTGCGGGGCACCCACGTGAGGGCC@®CGACC
ACGATCAGTCACGTGACCGTA
Pr bax 5Sp1AS GATCTACGGTCACGTGACTGATCGTGGACGTGCGGCICACGT
GGGTGCCCCGCAAGGTACCGCATGGTAC
Pr bax 3SplS CGGTGCGCCGCAGCCGCCGGGGCGCACCCGGCGAGBMGLCG
GCAGTGA
Pr bax 3Sp1AS GATCTCACTGCCGCTGCCTCTCGCCGGGTGCGCCCLGGCTG
CGGCGCACCGGTAC
Clonage Pr CycD2 625 S GAGCCATTTCCTAGAAAGCTGTATCA
cycD2 PrCycD2 625 AS AGCCAGCCGGCCACCACTCGGTCCCGACTG

PrCycD2 450 AS CTTGAGGCTCCGCTCGCCCACCT
Pr CycD2 433 S CAGGCCAGCTGCTGTGCTCC
Pr CycD2 64 S CGGGCAGTTCGGAGGGAAGG
Pr CycD2 306 AS GGAGATCTAACTGCCCTTCC
Clonage Pr p55cdc 576S ATGCGAGCTCTCTTAAGGATCCAAAGACCC
p55cdc rat  Pr p55cdc 576AS ATGCAAGCTTCCGCTGCTAGTGTTCATTG
Pr p55cdc 292S ATGCGAGCTCACTCAGGTTTTGATGCGAC
Pr p55cdc 210S ATGCGAGCTCGGTCCAGAGGACTGACTACC
Pr p55cdc 106S ATGCGAGCTCGATTTGCTCCCGGAAGACCC

Pr p55cdc 93S ATGCGAGCTCAAGACCCGCCCCTCTTCAGT
Clonage Pr p55cdc A ATGCGAGCTCCACAGGCTTCGATGTGACCT
p55cdc Pr p55cdc B ATGCGAGCTCCCGCCCCCGTGTTCCGATTC
murin Pr p55cdc C ATGCGAGCTCGATTTGCTCCCGGAAGACCC

Pr p55cdc D ATGCAAGCTTTCCGCTGCTAGCGTTCATTG

Pr p55cdc E ATGCAAGCTTGAAAGGCGACCAAGCGCGAT
PCR pea3 S CGACTCAGATGTCCCTGGAT

pea3 AS AGGAAGGGATTGGAGCTTTC

ermsS GGGAAATCTCGATCAGAGGACTG

erm AS AACTTGGTGCTTCATGCTCC

cyclophilline S GCATACAGGTCCTGGCATCTTGTCC

cyclophilline AS ATGGTGATCTTCTTGCTGGTCTTGC

bax S AAGCTGAGCGAGTGTCTCCGGCG

bax AS GCCACAAAGATGGTCACTGTCTGCC

36B4 S CATGCTCAACATCTCCCCCTTCTCC

36B4 AS GGGAAGGTGTAATCCGTCTCCACAG

P55cdc S CTCCTGGCAAATCTAGTTCC

P55cdc AS CTTGGCTTCCTCCACATCAA

cycD2 S GAGAAGCTGTCCCTGATCCGCAAGC

cycD2 AS CCGGCGTTATGCTGCTCTTGACGG

actine S GTGGGGCGCCCCAGGCACCA

actine AS CTCCTTAATGTCACGCACGATTTC

USF-1S ACCAGTGACGATGCCGTTGAC

USF-1 AS GGGGAATAAGGGTGGGTCCTG
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Utilisation Oligonucléotide Séquence 5’-3’
Mutagenése E-box mtl TTGCGGGGCACCCAATGAGGGCCGCACGT
dirigée E-box mt2 GTCCACGATCAGTCAATGACCGTGGTGCGCC
E-box mt1/2 TTGCGGGGCACCCAATGAGGGCCGCACGTCCACGATCAGTCA
ATTGACCGTGGTGCGCC
E-box mt3 GAGCGATGATGATCAATTGACTAGTCCTGCGGGC
Cd2 mtl GATCTAACTGCCCTTCAGCTTGCGTCACTG
Cd2 mt2 CGGGCAGTTCGGAGBAAGGACCGGTGCGAG
p55 mt ATGCGAGCTCGATTTGCTCTCCAATACCCGCCCCTCTTC

Tableau 12 : Listes des oligonucléotides utilisés €CR.

IT- Culture cellulaire

Plusieurs lignées de cellules sont utilisées : @’part les TAC (cellules mammaires
épithéliales de souris) dérivant de NMuMg (celludpithéliales normales mammaires TACC
CRL-1636) fournies par le Dr J. Soriano & le Pr Rontesano (Faculté de Médecine,
Département de Morphologie, Genéve) (Soriano et 195) et les clones cellulaires
surexprimant les facteurs Erm ou Pea3 établis t@r mhe cellules TAC (clones TAC/erml,
TAC/erm14, TAC/pea3 8 et TAC/pea3 48) ou contr@tdsne TAC/pc7) (Chotteau-Lelievre
et al., 2003), d’autre part les cellules MMT (clEkimammaires cancéreuses de souris ATCC
CCL-51). Enfin, des cellules HEK293 GP (cellulesquctrices de virus, ATCC CRL-1573)

sont utilisées pour la production de rétrovirus.

Les cellules TAC, MMT, HEK293 GP et les clones wllires sont cultivés dans du
milieu de culture DMEM (Dulbecco’s Modified Eagleedium) complété par 10% de SVF
(Sérum de veau feetal, Gibco BRL, Life Technologiesgitrogen®), 1% d’acides aminés non
essentiels et 100 unités de gentamycine, a 37°6G sna atmosphére a 5% de L£Qes
cellules TAC nécessitent la présence de collagédgg/ml) sur le support plastique afin d'y
adhérer. Lorsque les cellules sont a confluendes edont décollées de leur support et

dissociées par une solution de trypsine-EDTA (Caxor
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IIT- Transfection transitoire

1- Vecteurs plasmidiques

a- Vecteurs d'expression

Différents vecteurs d’expression sont utilisés :

- pTracer (Life Technologies, Invitrogen®), pTracerE pTracer-Er81 ; pTracer-
Pea3 contenant respectivement les ADN complémesté@xDNc) deerm, er81,
pea3 murins clonés en aval du promoteur fort EF-dans le vecteur pTracer
décrits dans (Firlej et al., 2005).

-  pCRs-USF-1, -USF-2 et -TDUSF-1 fourni par le Dr B.Vibléefrancois-Martinez
et al., 1995; Viollet et al., 1996),

- pcDNAS3-Etsl, pcDNAS3-Ets2,

- psv-Erg, -Fli, -Spil,

-  pcDNA3-p53.

b- Vecteurs rapporteurs

» Promoteur du géne bax murin

Nous avons utilisé dans I'étude du promoteur duedesx le vecteur rapporteur
pGVBII contenant le gene codant la luciférase emrgnduquel sont clonés le promoteur
pleine longueur du géneax murin (PM Bax PF -2673/-1) ou les mutants de d@tétle ce
promoteur (PM Bax Kpnl -1041/-1, BstXI -455/-1, $a886/-1, Sacll -162/-1, Pstl -147/-1,
Spel -124/-1, Spldl -100/-1). Ces vecteurs nousétdtfournis par le Pr Sakai (Faculté de
Médecine, Kyoto, Japon) (lgata et al., 1999).

Les fragments PMBax5Spl ou PMBax3Spl ont été adtsstpar clonage des
oligonucléotides pr bax 5Spl et pr bax 3Spl réagppdet digéré par 'enzyme Kpnl dans le
cas du PMBax5Spl) dans le vecteur pGVBII préparédpable digestion par les enzymes
Kpnl et Bglll. Les oligonucléotides contiennenttates sites de coupure pour les enzymes (Pr
bax5Spl1S= site pour I'enzyme Kpnl) soit les exttémcohésives apportées par ces enzymes
de restriction (Pr bax 3SplS= extrémité cohésivar g¢pnl, Pr bax 5Spl1AS et Pr bax
3Sp1lAS= extrémité cohésive pour Bglll).
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Le fragment PMBaxSpldl AS a été amplifie par PCRpatir du fragment
PMBaxSpldl au moyen de la Tag polymérase Goldstaurogentec), grace aux
oligonucléotides indiqués Pr bax 100S (contenargitende restriction pour I'enzyme Kpnl)
et Pr bax 100AS (contenant un site de restrictimur fenzyme EcoRl). Le fragment de PCR
ainsi obtenu est préparé suite a la double digestar les enzymes EcoRI et Kpnl et cloné

dans le vecteur PMBaxPF délété du fragment KprtioR.

* Promoteur du géne cycline D2 murin

Les fragments de délétion du promoteur du g&méine D2(625, 450, 433, 306, 258,
132, 64) ont été amplifiés par PCR a partir d’ AD&hgmique de souris au moyen de la Taq
polymérase Goldstar (Eurogentec), grace aux oligéotides indiqués « Pr CycD2 » (-625S,
-625 AS, -450S, -433S, -64S, 306AS) dans le tablgauCes fragments ont été sous-clonés
dans le vecteur TOPO PCR 2.1 (Invitrogen). Puisdoaible digestion par les enzymes Xhol
et Kpnl, ces fragments sont isolés et clonés damedteur pGLA4b.

Kpnl (19)
’ _ EcoRI(58)
. promo cd2 625

amp R EcoR1(704)

—

“Xhol (737)

pGL4b cycD2 625
4945bp

luc

Figure 18 : Représentation graphique du vecteur p@b cd2 625.

Le fragment de promoteur du géne deyaline D2a été inséré dans le vecteur pGL4b apres sous-
clonage dans le vecteur TOPO PCR2.1 au niveauitéegde restriction Xhol et Kpnl.

« Promoteur du géne p55°% de rat

Les fragments de délétion du promoteur du génentdeaprotéine ps%°© (576, 292,
210, 106, 93) sont amplifiés & partir du vecteuAPG55™ (Weinstein et al., 1998) grace a
la Pfu polymérase (Stratagéne). Les oligonucléstigidisés pour la PCR sont cités dans le
tableau 12 (Pr p55cdc 576S, -576AS, 292S, 210SS Hi®3S) et contiennent des sites de
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restriction pour 'enzyme Sacl (pour les oligonatides sens) ou I'enzyme Hindlll (pour les
oligonucléotides antisens). Aprés digestion par desx enzymes des fragments de PCR,

ceux-ci sont isolés et clonés dans le vecteurspGL

Sacl (12)
p55 576
HindIII (590)
/\\
ampRﬁ‘ | pGI3b p55 576 | |
o 5354 bp | -
| o luc+

Figure 19 : Représentation graphique du vecteur p@&b p55 576.

Le fragment de promoteur du g&pB5™ a été inséré dans le vecteur pGL3b aprés souaggotians
le vecteur TOPO PCR2.1 au niveau des sites déctestrXhol et Kpnl.

« Promoteur du géne p55°% murin

Les fragments de délétion du promoteur du génentddaprotéine p5%° de souris
(511, 402, 319, 300, 210, 106) sont amplifiés adipdiADN génomique de souris grace a la
Pfu polymérase (Stratagene). Les oligonucléotiddisas pour la PCR sont cités dans le
tableau 12 (Pr p5&A a E) et contiennent des sites de restriction fenzyme Sacl (pour les
oligonucléotides sens) ou I'enzyme Hindlll (pouss leligonucléotides antisens). Apres
digestion des fragments de PCR par ces deux enzyraes-ci sont isolés et clonés dans le

vecteur pGlb.
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Sacl (26)
p55 511 murin
HindIII (539)

pGL4b p55 511 mur
4715bp

Figure 20 : Représentation graphique du vecteur p@lb p55 511 murin.

Le fragment de promoteur du g&ps5™ murin a été inséré dans le vecteur pGL4b aprés-clonage
dans le vecteur TOPO PCR2.1 au niveau des sitessttection Xhol et Kpnl.

c- Vecteurs d'expression de shRNA
Deux types de vecteurs d’expression ont éte witisé

- un vecteur plasmidique, pPSUPER (OligoEngine), pesrtests de fonctionnalité
des siRNA et les tests de transactivation,

- un vecteur rétroviral, le pRetroSUPER (OligoEngjrmmur permettre I'expression
constitutive des siRNA dans les cellules TAC ou MMT

Les différents oligonucléotides shRNA ont été ckdans ces vecteurs au niveau des

sites de restriction Bglll et HindlIl.
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a ShRNA RpNase  siRNA
[ —
PO yped . e
pSUPER
b processed siRNA
uc
e GAUCCCC g .
SRIVWEEINT i Cuc AccucaccauuAcAuCN GA transcript:
' c A short hairpin RNA
prefix target sequence loop target seq. (anti-sense} suffix
fwissGATCCCC ‘ TTCAACAGA TTTTTGGAAA > o=
v Elilelele CTCAGGTCACCATTAGATC EXlvante fod CATCTAATG e AAAAMMCCTTTTCGAS »
t pSUPER construct

Figure 21 : Représentation graphique des vecteursuper et pRetroSuper.

d- Vecteurs normalisateurs

Deux vecteurs normalisateurs ont été utilisés skelercas dans les expériences
de caractérisation d’activité transcriptionnelletemsfection transitoire :
- pSG5 (Stratagene, La Jolla, CA) contenant le gedart lag-galactosidase sous
le contréle du promoteur de I'antigéne T du viri&i8,
- pRL-TK (Promega) contenant le géne codant la lua#fé renilla sous le controle

du promoteur minimal de la thymidine kinase du side I'herpés simplex.

2- Transfection des cellules

a- Transfection de plasmides

* Pour des tests d'activité promotrice

La transfection est réalisée en puits de plaqupuli® quand les cellules atteignent 70

% a 80 % de confluence, a raison de 80000 celpdepuits a 'ensemencement.
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L’agent de transfection est un polymére d’étylemen{PEI, ExGen 500, Euromedex).
Le mélange de transfection contient: 500 ng d’AbMal (comprenant 25 ng de vecteur
rapporteur, 25 ng de vecteur normalisateur et 25@@ vecteur d’expression et 200 ng
d’ADN de sperme de saumon) et 2 pmoles de PEl.on¢act ADN/PEI est réalisé sous 100
pl final dans de I'eau physiologique pendant 30uten. Les cellules sont rincées avec de
'OPTIMEM (milieu sans sérum, Life Technologiesyiimogen®), puis mises en culture avec
500 pl d'OPTIMEM. Le mélange ADN/PEI est déposé Issrcellules. Au bout de 6 heures,
le milieu est complété par 1,5 ml de DMEM 10% SVF.

Apres 30h de transfection, les cellules sont ris@ec une solution de PEBSlysées

par du tampon de lyse (Promega) pendant 15 misotes agitation.

* Pour la préparation ARN/protéines

Un million de cellules sont ensemencées la veilléd@ite de culture de diamétre 100
mm. L'agent de transfection est un polymére d'dtiyténe (PEI, ExGen 500, Euromedex).
Le mélange réactionnel comprend 6 pg d’ADN et 12leshde PEI. Le contact ADN/PEI est
réalisé sous 1,2 ml final dans de I'eau physiologigendant 30 minutes. Les cellules sont
rincées avec de 'OPTIMEM (milieu sans sérum, Oischnologies, Invitrogen®), puis mises
en culture avec 6 ml d’OPTIMEM. Le mélange ADN/RIst déposé sur les cellules. Au bout
de 6 heures, le milieu est complété par 12 ml d&EPM.0% SVF. Apres 36h de transfection,
les cellules sont rincées avec une solution de BBEsées dans un tampon adapté pour

extraire les ARN (paragraphe V) ou les protéinmsdgraphe VI).

b- Transfection des siRNA

40000 cellules sont ensemencées la veille en plagumuits. L'agent de transfection
est le jetSl (Polyplus Transfection). 8 pmol deSJesont mis en contact avec 46 ul
d’OPTIMEM pendant 10 minutes. Ce mélange est alois en contact de 100 pmol de
siRNA double brin dilués dans TOPTIMEM sous 50pghdant 30 minutes. Les cellules sont
rincées avec de 'OPTIMEM (Life Technologies, Imogen®), puis mises en culture avec 1
ml d’OPTIMEM. Le mélange est déposé sur les cdalluldprés 4 heures, le milieu est
complété par 1 ml de DMEM 10% SVF. Dans le casrdesfection dans des boites de plus

grand diamétre, les quantités de chaque réactifagmentées de maniére proportionnelle.
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3- Dosage des activités rapportrices et normalisatrices

a- Systéme associant luciférase firefly (rapporteur)/ p-galactosidase
(normalisateur)

2/15™ du lysat cellulaire de transfection est additiondé réactif luciférase
(Luciferase Assay Substrate, Promega). Ce réamtiient la luciférine qui, en présence de la
luciférase présente dans le lysat, va étre dégretdgermettre une émission de lumiere. Celle-
ci est mesurée pendant 15 secondes grace au lugtireo@entro LB 960 (Berthold).

La normalisation est faite par le dosage de I'@éide I'enzyme—galactosidase. Le
substrat, galacton® (Galacto-Light Tropix |, Appli@iosystems), est mis en contact avec
2/15™ du lysat cellulaire pendant 30 & 45 minutes. Wieti®n « acceleratdl » est ensuite
ajoutée et la quantification de la lumiére émiseréalisée pendant 5 secondes a l'aide du

luminometre.

b- Systéme « duo » luciférases : luciférase firefly
(rapporteur)/luciférase renilla (normalisateur)
2/15™ de lysat cellulaire de transfection est additiomi®é réactif luciférase lucll
(Dual Luciferase Reporter Assay System). Ce réaotitient la luciférine qui, en présence de
la luciférase « Firefly » présente dans le lysapganettre une émission de lumiere. Celle-ci
est mesurée pendant 10s grace au luminometre Aadite60 (Berthold). Puis la réaction est
stoppée par le réactif « Stop and Glo », qui pemnsuite le dosage de I'activité luciférase
« Renilla ». La quantification de la lumiére émisst effectuée pendant 10 s a l'aide du

luminometre.

4- Infection des cellules par des rétrovirus

Pour la production virale, les cellules HEK 293tsemsemencées a J-1 au taux de 3 x
10° cellules par boite de 100 mm et sont ensuite wskeatées avec 5 pg de vecteur
pRetroSUPER et 1 pg de vecteur pCMV-VsVg, selonctagditions décrites au paragraphe

[l1I2a. Le milieu de culture est renouvelé apresiéhransfection.

Apreés 2 jours d’incubation a 37°C, les surnageeoigenant les particules virales sont
collectés, filtrés et utilisés pour linfection desllules TAC ou MMT. 3 x 1Dcellules par

boite de 100 mm sont incubées avec les surnageamsésence de 0,4 pg/ml de polybréne
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(Sigma). La sélection commence le jour suivant efsgnce de 2 pug/ml de puromycine
(Gibco BRL).

IV- Etude de l'expression des ARN

1- Extraction des ARN

1,TM

a- Méthode au « tri-reagent'"» (Euromedex)

Les ARN sont extraits a partir de cellules subamites. Les cellules sont lysées dans
du Tri Reagent", puis décollées a I'aide d’'un grattoir. L’'homoggéahtenu est placé pendant
15 minutes & 4°C pour dissocier les complexes ppobdéiques. Aprés addition d’£/ de
volume de chloroforme, le mélange est alors cergéfa 12000 g pendant 15 minutes a 4°C.
Les ARN situés dans la phase supérieure sont enzditipités par un volume d’isopropanol
puis centrifugés a 12000 g pendant 30 minutes.ulet ®btenu est lavé avec une solution
d’éthanol 70% puis repris dans une solution de &nide (pour les northern blots) ou d’eau
MQ (pour les RT-PCR). La concentration des ARNé&tablie par spectrophotométrie a 260

nm.

b- Méthode d'extraction et purification sur colonne

Pour les études utilisant PCR quantitative, les ARt extraits et purifiés sur
colonne en suivant le protocole fourni par QiageNA easy mini kit). Les ARN sont extraits
a partir de cellules subconfluentes préalablemgsdds dans un tampon de lyse fourni et
purifiés par passage sur colonne. Les ARN sontsaftués dans I'eau RNase free. La
concentration des ARN est établie par spectrophétioena 260 nm. Les ARN sont digérés

enzymatiquement par une DNAse au cours de la patifin sur colonne.

2- Analyse des ARN par migration électrophorétique des
ARN et tfransfert sur membrane selon la technique de
Northern blot

a- Préparation et migration électrophorétique des ARN

Dix microgrammes d’ARN sont mis en présence de biewharge ARNchauffés 5

minutes a 80°C, puis placés 5 minutes dans la glaeemélange est déposé sur un gel
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contenant 1,2 % d’agarose, 17 % de formaldéhyde 8OPS 1X Les ARN sont séparés en
fonction de leur charge et de leur taille par ntigra éléctrophorétique dans du tampon
MOPS 1X.

b- Transfert des ARN sur une membrane de nitrocellulose

Les ARN sont transférés du gel sur une membramataeellulose (Hybond C extra;
Amersham Pharmacia Biotech) par capillarité a Eaicine solution de SSC 1(pendant 24

heures. Les ARN sont ensuite fixés a la membranehzaffage pendant 2 heures a 80°C.

3- Hybridation moléculaire

a- Préparation des sondes radioactives

Les fragments d'intérét (sondes) sont marquésidel’d’un isotope radioactif{P)
couplé au dCTP par la technique d’amorcage alé@feiMegaprime », Amersham Pharmacia
Biotech). 25 ng du fragment d’intérét sont mis eéspnce des amorces aléatoires fournies.
Le mélange est chauffé a 90°C pendant 3-4 minwias ermettre la dénaturation de ’ADN.
L'élongation est alors effectuée en présence de |26i de *P-dCTP, des
désoxyribonucléotides (dNTP) contenus dans le tamg® marquage et d’'une unité du
fragment de Klenow de 'ADN polymerase |, pendabt minutes a 37°C. La sonde est
purifiée par passage sur une résine G50 (Séphadsrsham Pharmacia Biotech). L’activité

spécifiqgue est mesurée par un compteur a sciitiat

b- Pré-hybridation et hybridation

Une étape de pré-hybridation est nécessaire pduresdes sites non spécifiques de
fixation au niveau de la membrane. Les membranas reises en pré-hybridation dans le

tampon d’hybridatiora 42°C pendant au moins 2 heures. La sonde, ptéalant dénaturée

5 minutes & 94°C, est ajoutée a raison de 1,5%cpm par ml de milieu et la réaction

d’hybridation a lieu pendant 15 heures a 42°C.
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c- Lavages des membranes

Les membranes sont lavées successivement danslutiersde SSC 2X, 0,1% SDS
deux fois pendant 20 minutes a 42 °C, puis danssohgion de SSC 0,5X, 0,1% SDS deux
fois pendant 20 minutes a 50°C. Les membranesadorgt mises en autoradiographie a -80°C
pendant 3-4 jours avec un film (Hyperfilm, Amershd&harmacia Biotech). Le film est

ensuite développé pour obtenir 'autoradiogramme.

4- Rétrotranscription des ARN et PCR

a- Rétrotranscription des ARN

1 pg d’ARN extraits et purifiés sur colonne soritatanscrits grace a la transcriptase
reverse MuLV et des hexanucléotides du « High Gapad®NA archive kit » (Applied
Biosystems) selon le protocole donné par le fosmis

b- PCR semi-quantitative

Les réactions de PCR semi-quantitative ont étéiséd au moyen de la Taq
polymérase Goldstar (Eurogentec) en présence déM2MgCl2, 0,2 nM dNTP, 0,2 uM
d’oligonucléotides sens et antisens et de 0,5 sidi taq polymérase. A ce mélange sont
ajoutés les ADNc (1/28° de la réaction de rétrotranscription). La réactienPCR consiste
en une étape de 5 min a 95°C, puis x cycles d'dirgtiion (95°C pendant 30s, 52°C pendant
30s puis 72°C pendant 30s), puis une élongatiaalefide 10 min & 72°C. Les échantillons

sont ensuite analysés sur un gel d'agarose a 28ésence de BET.

Geéne Nombre de cycles
cyclophilline 22
36B4 22
pea3 26-28
erm 30
bax 30
cycD2 28
p557 28
actine 25
USF-1 25
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c- PCR quantitative utilisant le SYBR Green

Les réactions de PCR quantitative sont faitesidd’du « brilliant SYBRgreen QPCR
master mix » (Stratagene). 1/80®de la réaction de rétrotranscription est mélangé a
« master mix » et au rox (un marqueur fluorescentettant de normaliser la réaction), en
présence de 2,5 pmoles de chaque amorces soudwmevde 20ul. La réaction est placée
dans l'appareil MX4000 (Stratagene). Le protocolanglification consiste en une
dénaturation initiale de 95°C pendant 10 min pus4® cycles d’amplification de 95°C
pendant 30s, 55°C pendant 30s puis 72°C pendant L30dluorescence émise par le
SYBRgreen est mesurée a la fin de chaque étapeptifeation. La courbe de fusion des
différents couples d’oligonucléotides est faiteraoyen d’'une étape de 30s a 95°C puis une
hybridation pendant 30s a 55°C suivie d’une momxagressive a 95°C de 1°C toutes les
30s. La fluorescence est mesurée toutes les 38@salyse des résultats de PCR en temps réel

est faite par la méthode aCt.

V- Mutagenése dirigée

Les mutations effectuées au niveau des séquensegrdmoteurs des genes ont été
réalisées avec la Pfu polymérase ou le « QuikChamgelirected mutagenesis » (Stratagene).
10 ng d’ADN plasmidique sont combinés aux oligogotides mutés (0.8M), 1 uM dNTP
et 2,5 unités d€fuTurbopolymérase (Stratagene). Les oligonucléotides mutiésés sont
listés pour le brin sens dans le tableau 12 (E+btlx E-box mt2, E-box mtl/2, E-box mt3,
Cd2 mtl, Cd2 mt2, p55 mt). Le mélange est ampdifigs un appareil PCR. Les conditions de
cycle sont de 95°C pendant 30 sec, 55°C pendarih 2168°C pendant 10 min pendant 12
cycles. Le produit de PCR est soumis a la digesiteml’enzyme Dpnl, qui dégrade I’ADN
matriciel méthylé, puis transformé dans des bagédompétences. L'introduction de la

mutation est vérifiée par séquencage des plasraidsesobtenus.
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VI- Analyse des protéines par la technigue de Western
blot

1- Extraction des protéines

Les cellules en culture subconfluentes sont rin@esx une solution de PBS, puis

lysées pendant 30 minutes a 4°C dans_un tamporyseée protéiguecontenant 1% SDS.

L’extrait cellulaire est chauffé et clarifié parntefugation a 10000 g pendant 5 minutes a
4°C. Le surnageant contenant les protéines est atnrservé. La concentration des protéines

est déterminée par dosage des protéines par ladeétu BCA.

2- Préparation et migration des échantillons

20 a 40 pg des protéines diluées dans une soldéidr@aémmlisont déposeés sur un gel

d’acrylamide/polyacrylamide dénaturauel de séparation de 4,5%/ gel de concentrateon d

10-12,5%). La migration électrophorétique s’effectlans le tampon de migratien fonction

de leur poids moléculaire.

3- Transfert des protéines sur une membrane de
nitrocellulose

Apres migration, un transfert semi-sec du gel dlamnide est effectué sur une
membrane de nitrocellulose (Hybond C extra, AmarsRharmacia Biotech) dans_le tampon
de transferpendant 50 minutes a 200mA. L'efficacité du trensést vérifiée par coloration

de la membrane au rouge ponceau

4- Reévélation immunologique

La membrane est placée dans une solution de TBSem\{&Eis Buffer Saline)
contenant 5% de BSA (Bovine Sérum Albumine) pen@anmoins une heure. L’anticorps
primaire anti-Bax murin, anti-Pea3 ou anti-USF-&r{@& Cruz) est dilué au 1/1688dans le
tampon TBS Tween contenant 1% de BSA et incubé Bveembrane pendant une nuit. La

membrane est ensuite lavée quatre fois dix mindées une solution de TBS tweenis
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incubée pendant une heure avec un anticorps seperaaiplé a la péroxydase, dilué au
1/10006™ Apreés rincage par une solution de TBS Twelandétection est effectuée par

chémoluminescence grace au systeme Supersignd® CHEE

5- Immunoprécipitation

Les cellules transfectées de maniére transitoirdgsavecteurs pTracer-pea3 et pCR3
ou pCR3-USF-1 et cultivées en boite de cultureidmeétre 100mm pendant 36h sont lysés

par 300 ul de tampon de lyse non dénaturaes lysats sont centrifugés et les surnageants

sont conserveés. Le surnageant est alors dosé pathade de Bradford. 700 mg de protéines
sont mis en contact de 20ul de billes de protéXi€ pour faire la pré-saturation des billes.
Apres une centrifugation rapide, le surnageanteltcté et 30ul de billes de protéines A/G
et 2 pl anti-V5 (Invitrogen) sont ajoutés. Apressumuit a 4°C et plusieurs lavages avec le
tampon de lyse, les protéines immunoprécipitées caliectées par centrifugation et éluées

dans le tampon laémmli 1&t analysées en western blot.

VII- Retard sur gel

1- Traduction /n vitro en lysat de réticulocytes

Les protéines Pea3 et USF-1 ont été traduites ®at Ige réticulocytes suivant le
protocole donné par le fournisseur (Promega). Brigent, les vecteurs pTracer-Pea3 et
pTracer-USF-1 sont utilisés comme base pour lauttashin vitro, au moyen de la T7 ARN

polymérase dans des lysats de réticulocytes de.lapi

2- Purification d'extraits nucléaires

Les cellules TAC subconfluentes sont déecolléesptirds et resuspendues dans un

tampon de lyse hypotoniquet incubées sur la glace pendant 10 min. Le lgsatalors

centrifugé & 10000g pendant 5 min. Le culot esigesndu dans un tampon hypertonigtie

placé dans la glace pendant 30 min. Le surnageemérmant les extraits nucléaires est alors

collecté aprés centrifugation 10 min a 10000g.
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3- Retard sur gel

L’ oligonucléotide double brin dérivé du promoteainimal du géndrax (bax wt) est
marqué au niveau de I'extrémité 5 par’f@-ATP en utilisant la T4 polynucléotide kinase
(Invitrogen). Les oligonucléotides marqués soniffs sur une colonne Biospin 30 (Biorad)
et l'activité spécifique est mesurée par comptagicay a un compteur a scintillation. La
réaction de liaison ADN/protéines est faite dans tampon de binding 2X1mM de

dithiothreitol, 12ug d’extraits nucléaires (ou 2jd lysat de réticulocytes) et 60000 cpm de
sonde oligonucléotidiques. Pour les expériencescampétitions, I'oligonucléotide non

marqué est utilisé en exces (400 fois). Dans lpgmances de super-retard, les anticorps anti-
USF-1, anti-Pea3, anti-Erm ou anti-Pim-1 sont &ewu meélange. Aprés incubation pendant
20 min a température ambiante, les échantillons @@&mosés sur un gel a 6% non dénaturant

de polyacrylamide et migrés dans un tampon de Hoigte EDTA 0,5X Le gel est ensuite

séché puis exposé avec un film autoradiographig80eC.

Les oligonucléotides suivants ont été utilisés censonde ou compétiteur : bax wt:
5-CACCCACGTGAGGGCCGCACGTCCACGATCAGTCACGTGACCGT-3,, non-
spécifique: 5-GGGCGCACCCGGCGAGAGGCAGCGGCAGTG-3'  etbax mt:
5-TTGCGGGGCACCCAATTGAGGGCCGCACGTCCACGATCAGTCAATGACCGTG
GTGCGCC-3..

VIII- Puces a ADN

Pour I'étude des modulations transcriptionnellestreendifférentes conditions
expérimentales, des puces a ADN « Mouse Genomee$ulicroarrays » (Applied
Biosystems) ont été utilisées. Ces puces contiendea sondes oligonucléotidiqgues de

60mers permettant de suivre I'expression de 282b@g validés murins.

Les ARN totaux extraits de cellules transfectéasypasiRNA dirigé contreerm ou
pea3(ou un siRNA contréle) et purifiés sur colonne §gia sont testés sur puces « agilent »,
pour tester leur qualité. Ces puces consistentneréseau capillaire tres fin dans lequel est
déposé un gel contenant un intercalant spécifiu€ARN. Les échantillons sont déposés
dans chaque puits de la puce et vont étre soumis ldaut voltage, qui va permettre une
séparation trés rapide des brins d’ARN de I'échiantien fonction de leur taille. Les
molécules d’ARN vont se lier a l'intercalant et &n de course vont étre détectés par
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fluorescence. L’appareil mesure l'intensité de laorfescence qui dépend du temps de

rétention dans le gel.

1,2 ug d’ARN totaux ont alors été amplifiés pari®lanoAmp™ RT-IVT labelling
kit », puis marqués avec la DIG-UTP selon le prokdourni par Applied Biosystems (figure
22). Cette étape consiste en une réetrotranscrit@fiARN en ADNc. Le second brin de
’ADNCc est ensuite polymérisé en miroir du brin dAc. L’ADNc double brin ainsi obtenu
est purifié sur colonne. L’ADNc double brin est raldranscritin vitro en présence d’ UTP

marqué a la digoxygénine. L'ARNc marqué a la DIGpsifié sur colonne et dosé.

5
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Figure 22 : Processus d’amplification et de marquagdes ARN (Appled Biosystems).

Ensuite, 10pug d’ ARNc marqués sont hybridés penti@ntsur puces a ADN et traités
selon le protocole fourni (« Chemiluminescence Diwdea Kit, Applied Biosystems
Biosystems). Brievement, aprés rincage, les pucBd Asont mises en présence d’'un
anticorps anti-DIG couplé a la péroxydase. Les krseront révélées en présence d'un
substrat de la péroxydase dans l'appareil « AppBeasystems 1700 Chemiluminescent

Microarrays analyser ». L'acquisition des donnéeslkdemiluminescence et de fluorescence
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de méme que l'analyse primaire des résultats despacADN est effectuée au moyen du
logiciel Applied Biosystems Expression Array Syst&uftware v1.1.1. L'étude primaire

consiste en 5 étapes : une correction d’'image canection du bruit de fond local et global,
puis 3 étapes de normalisation. Enfin, une normiaia finale est apportée par le logiciel

ace.mapmis au point par I'équipe du Dr Arndt Benecke

Les profils d’expression et l'analyse statistiguat @té réalisés grace au logiciel
ace.map (Brysbaert et al., en preparation). La absation entre les expériences a été faite
par la méthode NeONORM (Noth et al., 2006). La wabte la probabilité p est faite selon les
tests standards. Les genes référencés dans lgppuces numeéros d’identité (probe-ID) ont

alors été annotés selon le guide décrit précédemniNeth et al., 2005).

IX- Etude phénotypigue

Les cellules utilisées dans I'étude phénotypiqud de deux types :

- soit les lignées MMT exprimant de maniere congtieutes shRNA dirigés contre
pea3ouerm,

- soit les cellules MMT transfectées par des siRNAsélon le protocole décrit dans
le paragraphe 1112b.

1- Analyse de la prolifération cellulaire
Les cellules sont ensemencées en plaque 12 praisan de 20000 cellules par puits
(t0). Aux différents temps, le nombre de cellulets évalué par comptage cellulaire au
compteur de cellules COULTER® Z2 (BECKMAN COULTERpres que les cellules aient
été décollées et individualisées par une solutetrygpsine-EDTA puis passées a travers une
seringue de 1,2 mm de diametre. Chacun point @espiEotrois fois.

2- Migration cellulaire a travers une membrane
microporée

Cette étude est réalisée dans des chambres deealét,5 mm de diametre contenant
une membrane de polycarbonate microporée possédanpores de 8um (type chambre de

Boyden) (BD Biosciences) (Figure 23). La membrastecquilibrée avec du milieu de culture
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pendant quelques heures. 40000 cellules (dans lumeade 0,2 ml de milieu DMEM 10%
SVF) sont ensemencées dans la chambre supérieduengtieu DMEM 10% SVF est ajouté
dans la chambre inférieure.

Les chambres sont placées pendant 18 heures a&e87i3@sence de GO

Apres rincage de la membrane par une solution d8, R cellules n'ayant pas
traversés sont éliminées de la face supérieura deeimbrane a I'aide d’'un coton tige. La
membrane est alors fixée par du méthanol froid @end0 minutes a 4°C, puis placée dans

une_solution de Hoechst 332p8ndant 10 minutes a I'obscurité. La membranexssée de

son support et montée entre lame et lamelle aveuitieu de montage Glycergel (DAKO).
Les cellules qui ont migré a travers la membrandoeic situées sur la face inférieure, sont

comptées grace a un microscope droit a fluoresc®hgapus BH2.

- rebord [\ - insert
" - ') puits
membrane

™~
membrane

Figure 23 : Schéma classique d’inserts possédanteimembrane microporée.

Aprées équilibration des membranes avec du miliewcutire, les cellules sont ensemencées sur la
membrane supérieure dans du milieu. Le puits essti aampli de milieu pour permettre la migration
des cellules de la face supérieure de la membréreporée vers la face inférieure.

3- Culture tridimensionnelle

150 ul d’'un gel de collagéne (collagéne de typeld aoncentration de 2 mg/ml de
MEM en présence de 2,2 g/ml de bicarbonate de seu@@048N de soude) sont coulés au
fond d’un puits de plaque 48 puits. Aprés polynséits, 2 x 10 cellules sont ensemencées
au dessus de ce gel en micromasses. Un second géd0gil est coulé par-dessus. Apres
polymérisation du milieu DMEM 10% SVF est ajouté $ gel. L'HGF/SF est ajouté le
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lendemain a la concentration de 20 ng/ml. La cealest maintenue pendant 7 jours, puis une

coloration des cellules est réalisée a I'aide d’'sokition de rouge neutygendant 1h. Une

fixation des structures est enfin réalisée a I'aldme solution de PAF 4 % 'analyse est

réalisée avec un microscope Axiovert 135 (Zeiss).

Les cellules sont ensemencées dans 200 pl de BI&tdg plaque 48 puits au taux de
4 x 10 cellules par puits. Aprés polymérisation, le miliBMEM 10% SVF est ajouté.
L’'HGF/SF est ajouté le lendemain a la concentratler20 ng/ml. La culture est maintenue

pendant 7 jours, puis une coloration des cellugtgéalisée a I'aide d’'une solution de rouge

neutrependant 1h. Une fixation des structures est erdfalisée a I'aide d’une solution de

PAF 4 % L’analyse est réalisée avec un microscope Axicl@s (Zeiss).

4- Injection en souris immunodéficientes

Les cellules MMT infectées par des shRNA dirigéstmerm et/ou pea3 ont été
injectées a des souris SCID femelles de 5 semam@son. Les cellules MMT sont décollées
puis comptées. Apres 2 rincages au PBS 166 cellules sont resuspendues a une
concentration de 2 X focellules par ml dans du PBS 1X00 pl de cette solution sont
ensuite injectés aux souris par voie sous-cutabDés.'apparition des tumeurs (environ 1
semaine), celles-ci sont mesurées tous les 3-4.jau@s souris sont sacrifiées au bout de 2

semaines. La représentativité statistique est réequar un test de Mann-Withney.

X- Solutions et tampons
Bleu de charge ARN: 6,5% Formaldéhyde, MOPS 1X, 50% Formamide, 2,5%c&%ol,
Bleu de Bromophénol.

Gel de concentration a 4,5% 4,5% Acrylamide/Bisacrylamide ; 75mM Tris pH=6,8
0,06%SDS ;0,03% persulfate d’ammonium ; 0,01m| TEME

Gel de séparation a 12,5% 12,5% Acrylamide/Bisacrylamide ; 375mM Tris pH88
0,01%SDS ;0,04% persulfate d’ammonium ; 0,01m| TEME

Gel de séparation a 10% 10% Acrylamide/Bisacrylamide ; 375mM Tris pH=8,8
0,01%SDS ;0,04% persulfate d’ammonium ; 0,01m| TEME

Solution de Hoechst 332584mg Hoechst 33258 pour 1 litre de PBS.
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MOPS 1X: 20mM MOPS (acide 4morpholino propane sulfonigéenM NaOAc pH=7,0
1mM EDTA.

PAF 4% : 4% paraformadldéhyde dans le PBS.

PBS: 2,7mM KCI ; 1,5mM KHPO, ; 138mM NaCl ; 8,1mM Na&IPO,,

Rouge neutre: 0,5% (w/v) dans bO.

Rouge ponceau 2g rouge ponceau (Sigma), 30g de trichloroacétgie 1L HO.

SSC 20X : 3M NacCl ; 0,3M sodium citrate pH=7,0.

Tampon de binding 2X 50 mM HEPES, 50 mM KCI, 2 mM EGTA, 4 mM Mgg£l0.1%
NP40 (v/v), 20% glycerol (v/v)

Tampon de Laémmli 5X: 5%SDS ; 19%mercaptoéthanol ; 0,25M Tris HCI pH=6,5 ; 5%
glycérol ; 0,05% Bleu de bromophénol.

Tampon de lyse protéique 50mM Tris-HCI pH=7,5, 150mM NacCl, 1% NP40, 1% SD
1mM PMSF, 1mM orthovanadate, 1mM JRs0;, 10ug/ml aprotinine, 10pug/ml leupeptine.

Tampon de lyse non dénaturant 150mM NacCl, 50mM TrisHCI pH 7.5, 0,1% NP40, 5mM
MgCI2, 1mM DTT, 0,1mM NgP,0;, 10mM NaF, 1mM PMSF, 10ug/ml leupeptine, 10pug/ml
aprotinine.

Tampon de migration de western blot Tris 25mM, Glycine 0,192M ; SDS 0,1%.

Tampon d’hybridation 5X : SSPE 5X, Denhardt's 1X, SDS 0,1%, ADN de spedee
saumon 100pg/ml, formamide 50%.

Tampon de transfert de western blot 48mM Tris ; 39mM Glycine ; 0,04% SDS ; 20%
Méthanol.

Tampon de lyse hypotonique 10 mM HEPES, 10 mM KCI, 2 mM Mg&l0.1 mM EDTA,
10 pg/ml aprotinin, 0.5 pg/ml leupeptin, 3 mM phiemgthylsulfonyl [PMSF], 3 mM
dithiothreitol [DTT]

Tampon de lyse hypertonigue 50 mM HEPES, 50 mM KCI, 300 mM NaCl, 0.1 mM
EDTA, 10% glycerol (v/v), 3mM DTT, 3 mM PMSF

TBS Tween : 150mM NaCl ; 10mM Tris ; 0,1% Tween 20.

TBE 10X: 0,1M Tris, 0,09 acide borique, 20mM EDTA
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I- Contexte de la these

Les facteurs de transcription du groupe PEA3 oatnébntrés depuis 1996 (Kaya et
al., 1996) et de facon récurrente comme impliquessdes événements de cancérogenese
mammaire. L'équipe de recherche intégrée pour ésehs’attache a I'étude du rble des
facteurs PEA3 dans le modéle mammaire et notamenenburs des événements de mise en
place et de développement de la glande mammailie,aussi lors de sa dérive cancéreuse, et
ce sur la base du modéle murin. Une lignée deleslimammaires a caractére « normal » et

une lignée de cellules cancéreuses ont été chaiaresce cadre.

A partir des cellules normales, des clones suremqit de maniere constitutive les
facteurs Erm et Pea3 ont permis de mettre en ésédgue ces cellules présentent la capacité
de faire de la morphogenése spontanée en gel té&ok, c’est-a-dire de reproduire une
arborescence épithéliale, sans stimulation parfatgeurs de croissance, ce dont les cellules
parentales sont incapables (Figure 24). De plgscddules surexprimant les facteurs Erm et
Pea3 présentent une capacité invasiveritro (expérience en gel de collagene) dont sont

dépourvues les cellules parentales (Figure 24) tt€a-Lelievre et al., 2003).

Ces aspects morphogénétiques ont été complétda pecherche de genes cibles de
ces facteurs qui a permis d’identifier des cibledéoulaires jusqu’alors non connues comme
étant régulées par les membres du groupe PEA3,i pailes-ci un certain nombre de génes
impliqués dans le cycle cellulairggdd45 gadd153 cycline D2 p55%) ou encore dans
I'apoptose aX).

A partir de ces données, ma these s'est orientéarales axes de recherche suivants :
- poursuivre les travaux concernant l'aspect « inogenése » en développant des
modéles d’inhibition de I'expression des facteuegrdnscription du groupe PEA3 de facon a
les comparer aux modeles cellulaires de surexmmesst avec en application finale
I'utilisation de ces différents modéles par injentiin vivo dans une glande mammaire
desépithélialisée de souris,
- mettre au point des modeles mammaires d’inhibitie I'expression des facteurs du
groupe PEA3 a partir de cellules cancéreuses awvec put 'analyse des modifications

phénotypiques des cellules et une applicationmpactionin vivo, chez la souris,

113

© 2007 Tous droits réservés. http://www.univ-lille1.fr/bustl



Thése de Virginie Firlej, Lille 1, 2006
Contexte de la these

- définir la régulation par ces facteurs des cibifesdéculaires préalablement mises en
évidence gadd45 p55%, cycline D2 ou bax) et rechercher a partir de ces modéles de

nouvelles cibles moléculaires.

contrdle + HGF 20ng/ml

A

TAC/pc7

Figure 24 : La surexpression du facteur Erm dans k cellules TAC permet aux cellules
de faire de la morphogeneése spontanée.

(d’aprés Chotteau-Lelieviet al, 2003).

Les cellules sont cultivées en gel de collagénelaetd jours en absence (A, C) ou en présence)B, D
de 20ng/ml d’'HGF. En l'absence de facteur de camiss externe, les cellules TAC forment des
cblonies sans branchement (A). L'addition d’HGFmpet la formation de quelques branchements (B).
Les cellules TAC/erml non traitées forment spontamé des branchements comme les cellules
TAC/pc7 traitées a 'HGF (C). L’ajout d’HGF aux tdes TAC/erm1 permet un branchement plus
important aussi bien en termes de quantité querdgibur de branches.
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II- Présentation des différents modéles cellulaires
utiles a nos études

Différents modéles cellulaires murins sont utilis@ss le cadre de I'étude du role des
facteurs du groupe PEA3 dans la morphogenése eanaérisation mammaire soit, par
'intermédiaire de linvalidation de I'expressiomsdfacteurs du groupe PEA3 par ARN
interférence, soit par lintermédiaire de la sumesgion de ces facteurs de maniere

constitutive.

Deux lignées cellulaires sont a la base de la miggoint de ces modeles :

- une lignée de cellules épithéliales mammairesmearmormales: IeSAC (TAC 2.1

dérivées des NMuMg ATCC CRL-1636 ) (Soriano etE95),

- une lignée de cellules épithéliales mammairesinear cancereuses: |ddMT
(ATCC CCL-51),

Les cellules TAC ont été utilisées dans le cadreég®d d’étude de la morphogenese
mammaire. Deux modeéles ont été envisagés :

- des cellules TAC surexprimant de maniére cortstdules facteurs Erm et Pea3,
établies préalablement a mon arrivée dans le |&iicgaet déja testées dans des étunlegro
(Chotteau-Lelievre et al., 2003),

- des cellules TAC pour lesquelles I'expressiorte® mémes facteurs est réprimée par
ARN interférence avec pour but de compléter lenden obtenues vitro avec les cellules

surexprimant les facteurs PEAS.

Ces cellules normales dont I'expression des fastdtnm et Pea3 est modulée
(surexpression ou répression) devraient permettre :

- des étudem vivo de transplantation mammaire. En effet, les celllil&E injectées
au niveau d'une glande mammaire préalablement dbébéalisée devraient reformer un
arbre épithélial mammaire. Nous souhaitons mieyxé&pender 'effet des facteurs Pea3 et
Erm dans la morphogenése mammaire en étudianttl’efé ces cellules modulées pour
I'expression de ces deux facteurs sur la formali®eet arbre épithélial mammaire.

- la recherche et I'étude des génes cibles desuesctiu groupe PEA3.

Les cellules MMT sont utilisées dans le cadre dé@tulle du rble des facteurs du

groupe PEA3 dans les mécanismes de la cancérogma@smaire. Ces cellules présentent un
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niveau élevé d’expression des geass etpea3et ne sont utilisées que dans le contexte de la

répression de I'expression de ces deux facteurs.

Ces cellules dont I'expression des facteurs ErmPea3 est modulée par ARN
interférence devront permettre :
- des études phénotypiquiesvitro (tests de prolifération, migration ou invasion) et
des étudem vivo (injection a des souris immunodéficientes),
- la confirmation ou la recherche de nouveaux geitdescdes facteurs du groupe
PEA3,

- la comparaison des résultats obtenus avec ledahormales correspondantes.

Deux systemes ont été privilégiés pour I'approcdRdl interférence et ce pour les
deux types cellulaires:

- 'utilisation de shRNA (small hairpin RNA) pamtermédiaire de vecteurs rétroviraux
contenant un promoteur ARN polymérase lll, dandué d'obtenir des lignées de cellules
réprimant constitutivement l'expression des fast@ur groupe PEAS. Cette approche a été la
premiére envisagée pour les deux types de cellldg3 et MMT. L'intérét de la mise au
point de ces modeles cellulaires exprimant de margenstitutive des ARN interférents est
leur utilisation dans des applicatiansvivo chez la souris.

- l'utilisation de siRNA (petits oligonucléotidesSARN double brin) dans le cadre de
transfections transitoires pour des expeérienceséggem@ court terme, c'est-a-dire les tests
effectués dans les étudas vitro (prolifération, migration, invasion...Qu la recherche de
genes cibles. Cette approche siRNA a été envisdgée un second temps, pour pallier aux

difficultés obtenues avec les shRNA.
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ITI- Choix des séquences ARN interférentes

1- Détermination des séquences

Les séquences shRNA et siRNA ont été définies de dwnieres :

- dans un premier tempgde facon « manuelle », en respectant les conditio
nécessaires pour concevoir un siRNA basées suonaaissance des siRNA
« naturels » (Elbashir et al., 2002) : les séquemmvent étre de 19 nucléotides
flanqués d’'un AA en 5 et dun TT en 3’ (ou d’'un Aén 5’ uniquement), la
séquence doit étre située dans la région codanfeari@@ de 100 pb du site
d’initiation de la transcription) ou dans la régitmanscrite non traduite et au
maximum a 100 pb du site de terminaison de la trgstson.

- dans un second tempagace a l'utilisation de logiciels.

En effet, avec I'évolution de la recherche surrtescanismes de I’ARN interférence,
les éléments de définition d’'une séquence ARN fiétente ont été mieux décrits et ont
permis la création d’algorithmes spécifiques. Nauens utilisé les logiciels fournis par les
sociétés Ambion et Invitrogen pour définir d’autsggiuences ARN interférentes. Le logiciel
fourni un classement des séquences selon leuridanetité probable, que ce soit en tant que
siRNA ou shRNA. Nous avons choisi chaque séquerid iterférente d’'apres :

- sa probabilité de fonctionnalité (fournie par lgitdel)

- la possibilité de I'utiliser en shRNA ou en siRNA

- par comparaison entre les deux recherches queavons effectuées.

Toutes les séquences obtenues ont été soumisesraaierche d’homologie avec le
génome murin grace au logiciel BLAST (NCBI,
http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast/index.shtml), qrecherche les zones d’homologie locale
entre séquences, pour vérifier la spécificité des séquences ARN interférentes. Les
séquences ont été sélectionnées si le nombre depps#fEements avec d'autres genes est

supérieur ou égal a 3.
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2- Séquences shRNA

Trois séquences ARN interférentes ont été défipas le géngea3(deux de fagon
manuelle [RNAipea3A et B] et une grace aux logiciels mis a notrgodsstion [RNAi pea3
C]), et trois séquences pour le gamm toutes sélectionnées manuellement (RRvin A, B
et C). Les séquences sont listées dans le tabRa&t leur positionnement sur les séquences
ADNCc depea3etermest présenté dans les figures 25 et 26.

Nom de la séquence Séquence
ShRNA
RNAI pea3A 5’'ggtgatggagtgatgggtt 3’
RNAI pea3B 5’cgactcagatgtccctggat 3’
RNAI pea3C 5’atctcccggaaatgggagce 3’
RNAi ermA 5’ctgccagtcatcctacatg 3’
RNAi ermB 5’gaatcggccagccatgaac 3’
RNAi ermC 5’'gttcctgatgatgagcagt 3’

Tableau 13 : Séquence des shRNA utilisés dans noétude.

Les séquences présentées ici sont les séquenbes dens, en séquence de type ADN.

3- Séquences siRNA

Deux séquences siRNA ont été définies pour le gagas (si pea3l et 2) et une
séquence pour le gémem (si erm). La séquence giea3l correspond a la séquence shRNA

RNAI pea3A et la séquence srmcorrespond a la séquence shRNA ReANC.

La séquence giea32 a été définie manuellement.

La séquence sitrl correspond a un oligonucléotide qui n'est retrode@s aucune

séquence de toute espece confondue (Zhang eD@dl) 8t sert de contrdle expérimental.

Les séquences siRNA sont reportées dans le talheati leur positionnement sur les

séquences d’ADNCc deea3etermest présenté respectivement dans les figures 26 et
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Nom de la séquence Séquence
ShRNA
sipea3l 5’ggugauggagugatgggtiB’
si pea32 5’caaaugcucauuucaudgé’
sierm 5’guuccugaugaugagcatd’
sictrl 5’gcgecgecuuuguaggauuttd’’

Tableau 14 : Séquence des siRNA utilisés dans notrude.
Les séquences présentées ici sont les séquenbes dens, en séquence de type ARN.

acgaagt ct ccaaat ct gt ccaacgcaaaaacacaaaggagdt ct gat gact aagt ctt ccaaccacaact gt ct gct gc
gcccggaaaacaagccggggct ct ggggacccggggct caggccgect cget ccggect ageccccgecaccttagtt gt
gt cat cccccgggcat gct gagcat ccccccgecggcet ccggcacagacgcccggacct caggt ct ct gecct ccgecgegg
gggcccggcecct gt ggccggagggagcggcecggat ggagcggaggat gaaaggcggat act t ggaccagcgagt geccct
acaccttct gcagcaaat ct cccggaaat gggagct t gggcgaagcgct gat ggt cccgcagggaaagct cat ggaccc
gggct ccctgeccgectt ccgact cagaagat ct ctt ccaggacct cagt cactt ccaagagacgt ggct cgcagaagct
caggt accggacagt gat gagcagtttgttcctgatttccattcagaaaacttagctttccat agccccaccaccagga
t caagaaggaaccccagagt ccccgcacagaccccgccct gt cct gcagcaggaagccaccact cccct accaccat gg
agagcagtgcctttact ccagacaaat cgccat caagt cccccgct cccggt gcccct ggacagt cgecccct gcagcecc
ttttccagggcagaacagcagcagagcct cct gagagcct ccagctcttcccagt cccaccct ggccacgggt accttg
gt gagcacagct ccgt ctt ccagcagcccgt ggacat gt gccact cctt cacat ct cct cagggagggggccgggaacc
t ct cccagccccct at caacaccaact gt cggagccct gcccaccct acccccagcagaactt caagcaggagt accat
gaccccct gt acgaacaggct ggccagcccgct t caagccagggt ggggt cagt gggcacaggt acccaggggcggggg
t ggt gat caaacaggagcgcacagactt cgcct acgggaggggccaccct accagcgccggggt gccttacacgact ca
gat gt ccct ggat gt gcat caat gt acct ccacccagagggctt ct ct ggaccct ct ccaggt gat ggagt gat gggt t
at ggct at gaaaaat ccctt cgaccatt cccagat gat gt ct gcatt gt ccct aaaaaat t t gaaggagacat caagca
ggaagggat t ggagctttcact gt ggcagtttct ggt ggccct gct ggat gacccaacaaatgctcatttcattgettg
gacaggccggggaat ggagtt t aaact aat t gaacct gaagaggt t gccaggct ct ggggt at ccagaagaaccggcca
gccat gaatt at gacaagct gagccgct cgct gcgat act at t at gagaaaggcat cat gcagaaggt ggct ggcgaac
gctacgt gt acaagttt gt gt gcgagccggaggccctgttctctct ggccttcccagat aat caacgt ccagct ct gaa
ggct gagt tt gaccggccagt cagt gaggaggacacagt cccttt gt cccactt ggat gagagt cct gcct acct ccca
gaactcactggccccgctccgcccttcggccacagaggtggatattcttaqtaggcaccagtggcttccccttgacatg
gt ggggt t gct cagt gt at at at caact gat tt ggt att ggt gaaggccctcrtt ct gat gcct gt agaagt ct ct ggg
gt cagagct ccact at cccat ct gat act cct ggccagact acaaat gctcatttcattgctt ggacaggccggggaat
ggagt tt aaact aat t gaacct gaagaggtt gccaggct ct ggggt at ccacagct gct aaccagagt ct gcgggaaag
acagt ggaggcaggccaaat ct aaaggcagt agct gaagt t cgct gt ggct cacct gt acctt cagtt cagcttggcect
ctgcctaggtcttgct cagaggccaagttcct cacccccaccacagagat ccagtgttctatt ct ggggacat acaggg
acttcccttgtttattat ggcaacagggccaaggggattct cagaacaccctgtgtctcccctctcccaaccccccatg
ggagacaaagtt ct gcct ggcttct gccct gaacaggggggtcctgtgttctt ggt gct gt gct ct gggaggcaggagce
at gt gggcggcagct gggoggggggt gt ggaagt agagat ggct ct ct gccct aggcct acccaggcct aatt ccacctt
tgcctcttatgccagaccttaat aaagcct ctgetctccccggaattc

aattccgtggatgtgctttaaaaccacacctaacgtttgagcacaa?tctcacgaactggcgctacaacttcatcagaa

RNAI pea3C

RNAI pea3B

RNAIi pea3A
= sipea3l

sipea32

Figure 25 : Positionnement des séquences shRNA et siRNA sur kgsience de 'ADNc du géne

pea3murin.

L’ATG et le codon stop sont encadrés et indiquésoarge. Les séquences shRNA et siRNA sont

indiquées en couleur.
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ggaagcaccat ggfat gjggt t t t gt gat cagcaagt ccct tt t at ggt cccagggaaat ct cgat cagaggact gt cgag
ggcgaccttt gat t gacagaaagaggaagt t t gt ggacacagat ct ggct cacgat t ct gaagagt t gt t t caggat ct
t agccagcet gcaggaggct t ggt t aget gaagcacaagt t cct gat gat gagcagt tt gt cccagattttcagt ct gat
aactt ggt gct t cat gct ccacct cccaccaagat caaacgggagcet gcacageccct cct ccgagtt gt cgt cct gt a
gccacgagcaggct ct t ggt gct aagt at ggagaaaagt gect ct acaact at t gt gcct acgat aggaagcct ccct ¢ :
t gggt t caagccat t aaccccgeccgecact cet ¢t gt cacccaccceat cagaat t ccct attt cccccacct caggea | RNAiermC
act ct gcccacct caggt ct cacccct ggaget ggcccagt t caaggggt gggt cct gccccgact cct cact cacttce | = S'EM
cagaacct ggat cacagcaacaaacat t t gcggt cccccggecaccacat cagcccct gcaaat gccaaagat gat gec
t gaaagccagt at ccat cagaacagagat t t cagcgacagct gt ct gagcccagcecat ccctt ccct cct cagt cagga
gt t cct ggagat agt cgccccagcet accaccggeagat gt cagageccat t gt ccccgeaget ccgeccacccct t cagg
gat t caagcaggaat accat gacccact gt t t gaacat ggggt ccct gggat gect ggt cct ccagt acat gggtt cca
gt cacccat gggcat caagcaagagccccgagat t act gt gct gact cagaagt gect aact gccagt cat cctacat g [ Ly arma
agaggcgggt at t t ct ccagcagccat gaaggat t cccgt at gagaaggaccccaggct gt act tt gat gat actt gecg
t ggt acccgagagact ggaaggcaaagt caagcaggagcccaccat gt at cgagaggggcct cct t at cagagacgagg
ctctct gcaget gt ggcagtt cct t gt caccct cct ggat gacccagecaat gecccact t cat cgect ggact ggecga
ggcat ggaat t t aagct cat agaaccggaagaggt t gct cgecgt t ggggt at ccagaagaat cggccagecat gaact | RNAi ermB
at gacaagct gagccgcet ct ct ccget at t act at gaaaagggcat cat gcagaaggt ggct ggggaacgct acgt ct a
caaattt gt gt gt gacccggat gcact ct t ct ct at ggcct t cccggacaat cagegeccgt t cct gaaggcagaat cc
gaat gccccct caat gaggaggacacgct gect ct gact cact t t gaagacaaccct gett acct cct ggacat ggat ¢
gct gcageagect cecect acaccgaaggcet t cget t acfaajgt tt ct gaat ggccgagt agccacaccct agagcet age
agt cct cat ccaggcaaccgagggeagt ggttttgtttgtgttcttgget gttcct aaagettgecctttgagtattat
caggagaacccaagct gt ct ct ggat t cgacaccct t t aagacaaat acct t ggct cgggaggagt gggaacagggaga
gacaaaaaccaccact t cct ggggagacgt ggat accgt cct cct t gccaccat ggccagt at gt gcagagcagt act g
cagt gt gt t cagggt t agcgcccat gaaaggggaccgagt gt at gacaat ct gcgt t gat cat ggact act aaaat gcc
ttcacacaggaggct ttgactt gcacaattcttt gggaagaaact gcacacccat aggacagt cgat aaggct gagt cg
gggaggct cagaccat t gaggct

Figure 26 : Positionnement des séquences shRNA et siRNA sur kgsience de 'ADNc du géne
erm murin.

L'ATG et le codon stop sont encadrés et indiquésaage. Les séquences shRNA et siRNA sont
indiquées en couleur.
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IV- Mise au point de modéles cellulaires de répression
de /expression des facteurs Erm et Pea3

1- Mise en évidence de la répression de |'expression des
facteurs Erm et Pea3 par l'utilisation de séquences shRNA

a- Validation de la fonctionnalité des séquences shRNA

Les trois séquences shRNA sélectionnées dirigéeisectes ARNmerm et les trois
séquences sélectionnées dirigées contre ceyeagont été dans un premier temps clonées
dans le vecteur plasmidique pSuper (Oligoengineg ¥&cteur permet [I'expression
constitutive des ARN interférents sous forme d'émengle a cheveux sous contréle d'un

promoteur H1 grace a ’'ARN polymérase de type lll.

La fonctionnalité des shRNA est alors testée ensfextion transitoire dans les
cellules TAC. En effet, les cellules TAC présentanttaux de transfection d’environ 40 a
60%, tandis que les cellules MMT présentent un taaximal de transfection de 5%. Les

cellules MMT ne sont donc pas utilisables dansackec

La validation de la fonctionnalité des séquenc&\sh a été réalisée de trois fagons :

- au niveau ARNm par PCR quantitative ou semi-quatinti,

- au niveau protéique (a partir de cellules exprimiast facteurs Pea3 et Erm
étiquetés, de fagon exogéne) par western blot,

- en mesurant I'effet de transactivation des fact&®ea3 et Erm sur un promoteur
« TORU » (Wasylyk et al., 1990) comprenant un m&BS et cloné dans un

vecteur rapporteur comprenant un promoteur SV40.
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Figure 27 : Validation de la fonctionnalité des sésences ARN interférentes dirigées
contre pea3par western blot, RT-PCR semi-quantitative et testle transactivation.

Les cellules TAC ont été transfectées de mani@msitoire par le vecteur pSuper ou pSuper RNAI
pea3(c) et le vecteur d’expression pTracer ou pTrétea3 (a, b) ainsi quie vecteur rapporteur
« TORU »(d). a, b, Western blota partir de 20ug de protéines et avec I'anticanpsPea3 (a) ou
anti-V5 (b).c, PCR semi-quantitativées ARN extraits de ces cellules ont été utilisésrmplifier

les transcritgyclophillineetpea3 d, Test de transactivation
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« Validation de la fonctionnalité des séquences shRNA dirigées contre pea3

-Western blot
Apres transfection transitoire des cellules TAC lgarvecteur d’expression pTracer-
Pea3 et le vecteur pSuper vide ou contenant 'unBaoitre des séquences shRNA dirigées
contrepea3 I'expression du facteur Pea3 est vérifiee partevaslot de deux manieres : soit
par l'utilisation d’'un anticorps anti-V5 (les pratés Pea3 exogenes sont fusionnées avec
I'épitope V5, suite au clonage dans le vecteur pdimaou par l'utilisation d'un anticorps
dirigé spécifiquement contre la protéine Pea3.

Les séquences RNAkea3A et B entrainent une diminution drastique dedardité de
protéines Pea3, que ce soit apres révélation aaeticbrps anti-V5 (Figure 27 a) ou apres
révélation avec I'anticorps anti-Pea3 (Figure 271la)séquence RNAiea3C ne réprime que
faiblement I'expression protéique de ce facteurrdescription (Figure 27 a et b).

-Test de transactivation

Nous avons voulu confirmer ce résultat en testantmlodulation de I'activité
transcriptionnelle du promoteur « TORU » aprés »>qumession (colonnes 5 a 8) ou pas

(colonnes 1 a 4) du facteur Pea3 (Figure 27 d).

Les cellules TAC ont été transfectées par un vecsgaporteur contenant le promoteur
« TORU » en amont du géne de la luciférase et anstaiction plasmidique pSuper (vide ou
contenant I'une ou l'autre des séquences RNéa3 A, B ou C), en présence ou non du

vecteur pTracer-Pea3 (permettant I'expression exege facteur Pea3).

Les séquences RNApea3 A et B permettent une diminution de [Iactivité
transcriptionnelle basale du promoteur « TORU slofuwes 3 et 4/s colonne 1), mais aussi
de l'activité de transactivation du facteur Pealdones 7 et &s colonne 5). A contrario, la
séquence RNApea3C ne modifie ni I'activité basale (colonnevcolonne 1) ni I'activité de
transactivation par le facteur Pea3 de ce promd@talonne 5vscolonne 4).
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-PCR
Les séquences RNAiea3 A et B ont été sélectionnées afin de confirmeifdtede
répression au niveau de I'expression des ARN entexmydgpea3 Pour cela, les cellules TAC
ont été transfectées par le vecteur plasmidiqugg@Stde ou contenant 'une ou l'autre des

séquences RNApea3A et B.

L’expression depea3 analysée par PCR semi-quantitative, est diminigé@lds de
50% a 70% dans les cellules TAC exprimant les ARtérférents RNAipea3A et B par
rapport aux cellules contréles (Figure 27 c), aonéint les données obtenues en western blot
et test de transactivation. L’évaluation quantiatest réalisée par rapport a I'expression de

I’actine

Les séquences RNApea3 A et B permettent une répression conséquente de
'expression du facteur Pea3 d’au minimum 50% tannhiveau ARN que protéique dans les
cellules TAC transfectées de maniére transitoiredait le taux de transfection est au

maximum de 60%. Ces séquences seront celles esilans le reste de I'étude.

« Validation de la fonctionnalité des séquences ARN interférentes dirigées contre
erm

-Western blot
Apres transfection transitoire des cellules TAC fearvecteur d’expression pTracer-
Erm et le vecteur pSuper vide ou contenant 'und’autre des séquences shRNA dirigées
contreerm, I'expression du facteur Erm est vérifiee par wasblot. L’expression du facteur
Erm ne peut étre vérifiée qu’au moyen de I'épitdaesitué en C-terminal de la protéine Erm
exprimeéevia le vecteur plasmidique pTracer. En effet, a I'eeactuelle, nous ne possédons

pas d’anticorps fonctionnel pour détecter le factEun dans nos cellules.

La séquence RNAeérm C permet une diminution d’environ 80% du taux @eiotéine
Erm exogéne, alors que les séquences RNAI A et B ne permettent pas une diminution

significative (Figure 28a).

-Test de transactivation

Nous avons voulu confirmer ce résultat sur I'atfitransactivatrice de Erm au niveau
du promoteur « TORU » (Figure 28c), que ce soihigaau endogene (colonnes 1 a 4) ou au

niveau du facteur Erm apporté de facon exogenerioels 5 a 8).
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Les cellules TAC ont été transfectées par un vecsgporteur contenant le promoteur
« TORU » en amont de la luciférase et une construcplasmidique pSuper (vide ou
contenant I'une ou l'autre des séquences RN A, B ou C), en présence ou non du

vecteur pTracer-Erm (permettant I'expression exegénfacteur Erm).

Les séquences RNAierm A et B permettent une répression de [lactivité
transcriptionnelle basale du promoteur « TORU s»di®n 50% (colonnes 2 et\& colonne
1), et de l'activité de transactivation du fact&rm sur ce promoteur d’environ 30 a 40%
(colonnes 6 et %s colonne 5). La séquence RNA&rm C permet de réprimer l'activité
transcriptionnelle basale du promoteur d’enviror®65Qcolonne 4vs colonne 1), et de

I'activité de transactivation du facteur Erm sumpremoteur de 75% (colonnevBcolonne 5).

-PCR
La fonctionnalité de la séquence RN&M C a été validée au niveau transcriptionnel
en testant la répression de I'expression des ARM@nes dermpar PCR quantitative. Les
cellules TAC ont été transfectées par le vecteasmlidique pSuper vide ou contenant la
séquence RNAerm C. La répression de I'expression dam est évaluée a environ 35%
(Figure 28b).

La séquence RNAerm C permet une bonne répression de I'expressionrde dtl
niveau ARN, gu’elle soit endogéne ou exogene, @émue. Cette séquence sera utilisée dans

le reste de I'étude.

» Conclusion

Apres les tests de validation fonctionnelle, nowona donc sélectionné deux
séquences shRNA interférentes ppaa3: RNAIi pea3A et B, et une pouerm: RNAI erm
C.

Ces séquences ont ensuite été clonées dans lenvestteviral pRetroSuper de fagon
a pouvoir établirvia les rétrovirus produits, des cellules TAC et MMyaat intégré de

maniere stable au génome les constructions réadegicontenant les shRNA.
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Figure 28 : Validation de la fonctionnalité des sésences ARN interférentes dirigées
contre le geneerm par western blot, RT-PCR quantitative et test deransactivation.

Les cellules TAC ont été transfectées de maniawsitoire par le vecteur pSuper ou pSuper RNAI
erm (b) et le vecteur d'expression pTracer ou pTrden- (a) ainsi qude vecteur rapporteur
« TORU » (c).a, Western blota partir de 20pg de protéines et avec I'anticargsV5.b PCR semi-
quantitative les ARN extraits de ces cellules ont été utilisésr@mplifier les transcritsyclophilline
eterm c, Test de transactivation
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b- Etablissement de lignées de cellules TAC exprimant de fagon
stable les shRNA
Les lignées de cellules TAC exprimant de manienesttutive les shRNA dirigés

contreermetpea3ont été établies a partir des vecteurs rétrovipRx RNAierm ou pea3

Pour cela des cellules HEK 293 GP ont été traréséscpar ces vecteurs rétroviraux
afin de produire le stock viral correspondant qrasensuite utilisé pour infecter les cellules
TAC. Les cellules ayant intégré de facon stablesdanr génome les différentes constructions
rétrovirales sont ensuite sélectionnées a l'aidewgmiromycine, amplifiées et congelées pour
stockage. Ces différentes lignées ont ensuiteagtect@risées apres extraction des ARN et des

protéines.

Les cellules TAC ont été infectées par les rétumsvissus du pRetroSuper vide ou du
pRetroSuper contenant les séquences RMN&3A et B, et la séquence RNArm C. Les
lignées obtenues sont appelées TAC Rs, TAC RpE3 A, TAC RNAI pea3B et TAC
RNAi ermC.

La validation du taux de répression a été réaligge PCR semi-quantitative et
guantitative pour le génpea3 et PCR semi-quantitative pour le geaen avec comme

référent I'expression du gemaetineou cyclophilline.

Les cellules TAC RNAipea3 A et B présentent une répression d’environ 50% des
transcritspea3(Figure 29 a et b). Les cellules TAC RNétim C présentent une répression de
I'expression du genermd’environ 20% (Figure 29c).

Afin d’essayer d’optimiser le taux de répressionl’depression des facteurs Erm et
Pea3, les essais d’'infection des cellules TAC earétrovirus pRetroSuper RNpea3A, B
et RNAiermC ont été réalisés a plusieurs reprises, de mémelegiséries de trois infections
successives des cellules par les mémes rétrodrusoyenne, les taux de répression obtenus
ont toujours été équivalents quelques soient ledafités du protocole d’infection. Les
résultats présentés dans la figure 29 sont repederdes lignées présentant le meilleur taux

de répression et utilisées par la suite.
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Figure 29 : Caractérisation de I'expression d@ea3et erm dans les lignées TAC Rs, TAC
RNAI pea3A et B, TAC RNAi erm C.

Les RT-PCR ont été réalisées a partir des ARN ixtdes cellules TAC RNApea3A et B, TAC
RNAI erm C pour amplifier les transcrits dmea3 et actinda), pea3 et cyclophilline (b), erm et
cyclophilline(c). a, PCR semi quantitativé, ¢, PCR guantitative
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c- Etablissement de lignées de cellules MMT exprimant de fagon
stable les shRNA
Les lignées de cellules MMT exprimant de maniérastitutive les shRNA dirigés

contreermetpea3ont été établies a partir des vecteurs rétrovipRx RNAierm ou pea3

Les cellules MMT ont été infectées par les rétnawiissus du pRetroSuper vide ou du
pRetroSuper contenant les séquences RBIAP (un shRNA contrble dirigé contre GFP),
les séguences RNAiea3A et B, ou la séquence RNArm C selon le méme protocole que

pour les cellules TAC (paragraphe IV-1-b).

Les lignées obtenues sont appelées :

- MMT Rs, MMT RNAI GFP, MMT RNAIi pea3A, MMT RNAI pea3B et MMT
RNAi ermC,

- MMT Rs/Rs, MMT RNAipea3A/ RNAi erm C (lignées issues de deux infections
successives : la lignée MMT Rs par le rétrovirus pRla lignée MMT RNApea3

A par le rétrovirus pRs RNArmC).

Comme pour les cellules TAC, les infections ontfaites a plusieurs reprises, et sont
présentés ici les résultats obtenus pour les Igm¥ésentant les plus fortes inhibitions
constitutives de I'expression deea3 et erm Des essais d’infections successives ont été
meneés et ne nous ont pas permis d’améliorer le teurépression de chacun de ces deux

facteurs.

* MMT RNAi pea3 A et MMT RNAi pea3 B

L’expression des ARNm deea3,testée en PCR semi-quantitative par rapport ag gen
référent36B4 (Figure 30a) ou quantitative par rapport au gé&férentcyclophilline (Figure
30b) montre une inhibition de I'ordre de 50% paatignée MMT RNAipea3A et de 60%
pour la lignée MMT RNAIipea3B par rapport aux MMT contréles (MMT Rs et MMT RNA
GFP).

L’analyse par western blot de la figure 30c monine répression de I'expression de la
protéine Pea3 d’environ 50-60% pour les lignées MRNAI pea3A et B par rapport au

contrble Actine, confirmant ainsi les données coma@et les transcrits.
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Figure 30 : Caractérisation de I'expression degea3dans les cellules MMT Rs, RNAI
GFP, RNAI pea3A et B.

a, b. Les RT-PCR ont été réalisées a partir des ARNagtdes cellules MMT Rs, MMT RNAGFP

et MMT RNAI pea3A et B, pour amplifier les transcrits gea3 et 36B4a), pea3et cyclophilline(b).

a, PCR semi quantitativés, PCR quantitativec, Western blgta partir de 20ug de protéines extraites
de ces cellules et avec un anticorps anti-Pead i\ atine.
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* MMT RNAi ermC

L’expression des transcriesmde la lignée MMT RNAermC réalisée par PCR semi-

quantitative (Figure 31a) et par PCR quantitatitégfre 31b) par rapport au référent
cyclophilline, montre une inhibition de I'expression dem d’environ 40%. La validation au

niveau protéique n’a pu étre réalisée faute d’uicarps fonctionnel dans nos modeles.

* MMT RNAi pea3 A/ ermC

L’expression deerm et pea3dans les lignées doublement infectées MMT Rs/Rs et
MMT RNAI pea3A/ erm C a été realisée par PCR quantitative par congmaraau gene
référent36B4 (Figure 32apead et b [ernl) et PCR semi-quantitative par rapport au référent
cyclophilline(Figure 32c).

Une répression de I'expressionmea3comme celle dermest d’environ 50% dans la

lignée MMT RNAIipea3A/ erm C par rapport a la lignée contréle.
Malgré un taux de répression évalué au maximum-&080, ces différentes lignées

ont été utilisées dans les différents tests mor@héguesin vitro et in vivo décrits

ultérieurement.
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Figure 31 : Caractérisation de I'expression deerm dans les lignées MMT Rs et MMT
RNAi erm C.

Les RT-PCR ont été réalisées a partir des ARN iextdes cellules MMT Rs et MMT RNAerm C
pour amplifier les transcrits agmet cyclophilline a, PCR quantitativeb, PCR semi-quantitative
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Figure 32 : Caractérisation de I'expression de@ea3et erm dans les cellules MMT Rs/Rs
et MMT RNAI pea3A/ ermC.
Les RT-PCR ont été réalisées a partir des ARN ixtias cellules MMT Rs/Rs et MMT RNAsea3

A/ RNAi erm C pour amplifier les transcrits grea3et cyclophilline (a), erm et cyclophilline (b) ou
pea3 ermetcyclophilline(c). a, b, PCR guantitativec, PCR semi-quantitative
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2- Mise en évidence d'une répression de |'expression des
facteurs Erm et Pea3 par l'utilisation d'oligonucléotides
siRNA

La stratégie utilisant les oligonucléotides siRNAég envisagée suite au taux
d’inhibition d’au maximum 60% obtenuia les lignées shRNAbea3 et erm, dans le but
d’obtenir des cellules dont le taux de répressiginpis important. Cette alternative siRNA
est utilisable pour des expériences menées a ctmirhe, comme certains tests
morphogénétiques n’excédant pas une semaine de dupdur les expériences menées dans

le cadre de la recherche des genes cibles desifaéiem et Pea3.

a- Validation de la fonctionnalité des oligonucléotides siRNA pea3 et
erm dans les cellules TAC
Les cellules TAC ont été transfectées de maniamsitoire avec les siRNA dirigés
contrepea3(pea3l et 2) eermpréalablement définis.

La validation du taux de répression a été realisge PCR semi-quantitative et
guantitative pour le génpea3 et PCR quantitative pour le geeem en utilisant comme

référent le geneyclophillineou 36B4

Nous mettons en évidence que les siRpa31 et 2 entrainent une diminution de la
guantité dARNm deea3d’environ 98% (Figure 33a et c). L'analyse au aiv@rotéique n'a
pu étre obtenue car les anticorps dont nous disigase permettent pas de mettre en évidence

la protéine Pea3 endogéne dans les cellules TAC.

Le siRNA dirigé contreerm permet une diminution de 80% de la quantité d’ARtkEn
erm (Figure 33b). L'analyse protéique n'a pu étre neefi@gute d’'un anticorps anti-Erm

fonctionnel dans notre modele cellulaire.

Ces siRNApea31-2 eterm ont été utilisés dans les cellules TAC dans |laeald
I'étude de nouveaux genes cibles des facteurs aupgrPea3 et d’études phénotypiqires

vitro.
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Figure 33: Caractérisation de I'expression depea3 et erm dans les cellules TAC
transfectées par des siRNA dirigés contrpea3et erm.

Les RT-PCR ont été réalisées a partir des ARN ixitas cellules TAC transfectées par les siRNA si
ctrl, sipea31, sipea32 ou sierm pour amplifier les transcrits deea3et cyclophilline (a), erm et
cyclophilline(b) oupea3et36B4(c). a, b, PCR guantitativec, PCR semi-quantitative
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b- Validation de la fonctionnalité des siRNA dans les cellules MMT

Les cellules MMT ont été transfectées de maniexesitoire avec les siRNA dirigés
contrepea3et erm décrits précédemment, de facon a contrbler latimmealité des siRNA

dans ces cellules.

La validation du taux de répression a été réaligge PCR semi-quantitative et
guantitative pour les gengma3et erm avec comme référent le gengclophilling et par

western blot pour le facteur Pea3.

L’analyse par PCR quantitative de I'expressionpga3montre que pour un taux de
transfection de 70 a 80% dans les MMT, les deui8iRlirigés contrgpea3sont capables de
diminuer la quantité d’ARN de 70% (pea32) a 80% (sipea3 1) (Figure 34a et b). La
diminution observée au niveau ARN est retrouvéaigaau protéique en western blot pour

les deux siRNApea3dans les mémes proportions que pour 'ARN (Figi4e).

Pour un méme taux de transfection, quand les MMTétintransfectées par le sSiRNA
erm, nous observons une diminution de la quantité dARerm de 80% (Figure 34c et d).

Nous n’avons pas pu tester la diminution au niyg@téique faute d’anticorps performant.

Ces siRNA sipea3 1 et 2 et sierm ont ensuite été utilisés dans I'étude du
comportemenin vitro de cellules dont I'expression des facteurs Ped3ratest inhibée par

ARN interférence et dans I'étude de nouveaux geildss des facteurs du groupe PEA3.
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Figure 34 : Caractérisation de I'expression d@ea3et erm dans les cellules transfectées
MMT par des siRNA dirigés contre pea3et erm.

a, b, c,d, les RT-PCR ont été réalisées a partir des ARNiggtdes cellules MMT transfectées par les
siRNA sictrl, sipea31l, sipea32 ou siermpour amplifier les transcrits geea3etcyclophilline(a, b),
ermet cyclophilline(c, d).a, ¢ PCR guantitativeb, d, PCR semi-quantitatives, Western blo& partir

de 40ug de protéines extraites de ces cellulegeetun anticorps anti-Pea3 ou anti-Actine.
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V- Etude du réle des facteurs du groupe PEA3 sur le
phénotype des cellules mammaires

Cette étude du rble des facteurs de transcription & Pea3 a été initiée dans les
cellules TAC et MMT, a partir des modeles d’inhidit de leur expression mis au point, sur

la base d’analyses phénotypiques réaligéggro etin vivo.

Les modéles suivants ont été utilisés :

- les cellules TAC et MMT dont I'expression des facteErm et Pea3 est inhibée de
maniere transitoire par l'intermédiaire des siRNA& taux de répression a éte
contrélé au cours du temps et perdure au moins@8h post-transfection (50%
d’inhibition & 96h),

- les lignées MMT exprimant de maniere constitutivestable des shRNA dirigés
contre les generm etpea3

Dans la présentation suivante, seuls les résudtatsernant les cellules MMT seront

détaillés. En effet, les expériences menées ageceltules TAC n'ont pas donné de résultats

exploitables.

1- Facteurs du groupe Pea3 et prolifération cellulaire

L’analyse de la prolifération cellulaire a été & par comptage des cellules a
différents temps de culture. Les cellules MMT tfanges par les différents siRNA ou les
lignées de cellules MMT shRNA sont ensemencéesadlenféquivalente et comptées toutes
les 24h a l'aide d'un compteur de cellules, jusqoidention de la confluence des cellules

(entre 3 et 4 jours).

a- MMT siRNA

Les cellules transfectées avec les siRpEa31 et 2 comme le siRNArm proliferent
moins vite que les cellules transfectées par uN&iBontrdle. La diminution est de 40 a 50%
(Figure 35).

Ces expériences ont été réalisées 4 fois en aipdicec les spealdl et 2, et 3 fois

avec le serm

137

© 2007 Tous droits réservés. http://www.univ-lille1.fr/bustl



Thése de Virginie Firlej, Lille 1, 2006
Roéle des facteurs du groupe PEA3 dans les celingamaires

1200000

1000000+
n
Q
>
T 8000004 ——sictrl
o .
o —#- sjpea3l
g 6000001 A— sipea32
S sierml
e
o 400000-
Pz
200000
P
//—’V//‘
0 M= : — : : : : :
0 12 24 36 48 60 72 84 96

Temps en heures

Figure 35 : Analyse de la prolifération cellulairedes cellules MMT transfectées par les
siRNA dirigés contreerm et pea3par comptage des cellules.

Les MMT transfectées par les siRNAcsil, sipea 1 et 2 ou serm sont comptées pour suivre leur
croissance. Les valeurs présentées correspondémtnéoyenne des valeurs de comptage +/- la
déviation standard.

b- MMT shRNA

Les résultats présentés dans la figure 36 monguemtes cellules MMT RNApea3A
(Figure 36a) comme les cellules MMT RNAEea3 B (Figure 36b) ont une capacité de
prolifération diminuée d’environ 40% par rapporikaellules contrdles. Cette expérience a

éte réalisée en triplicat et reproduite 3 fois.
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Figure 36 : Analyse de la prolifération cellulairedes lignées MMT RNAipea3A et B par
comptage des cellules.

Les cellules MMT Rs et MMT RNApea3A (a) ou MMT RNAipea3B (b) sont comptées toutes les
24h. Les valeurs présentées correspondent a lammeyges valeurs de comptage +/- la déviation
standard.

2- Facteurs du groupe PEA3 et migration cellulaire

Parallelement, nous avons entrepris de compareadacité de migration des cellules
MMT a travers une membrane microporée. Les cellMBET transfectées par les différents
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siRNA ou les lignées de cellules MMT shRNA sontesnencées dans la chambre supérieure
d’'une chambre de Boyden et du milieu de cultureagatté dans la chambre inférieure. Aprés
18h de culture, les cellules se trouvant sur ldi@aupérieure sont éliminées a l'aide d’'un
coton tige. Les cellules ayant eu la capacité dealserser la membrane sont comptées apres

fixation et coloration. Le comptage a été realisépdusieurs champs de la membrane.

a- MMT siRNA

Les cellules transfectées préalablement par Idérdifts types de siRNA (sirl, si
pea3l, sipea32 et sierm) sont ensemencées dans une chambre de Boydemrmeenibrane

microporée.

Les résultats présentés dans la figure 37 (a etdnirent que les cellules transfectées
par les siRNA dirigés contngea3 commeerm ont une capacité de migration a travers la
membrane diminuée denviron 70 a 80% par rapport cantrdle et ce de fagon
statistiguement représentative. Ces résultatsrepnésentatifs des différentes expériences qui

ont été reproduites 10 fois pour lepsa3l, 6 fois pour spea32 et pour serm
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Figure 37 : Analyse de la capacité de migration advers une membrane microporée des
cellules MMT transfectées par les siRNA dirigés cdre pea3eterm.

a, Histogramme représentatif du comptage des cslhyant traversé les membranes microporées

b, Photos des membranes microporées

Les MMT transfectées par lescil, sipea3 1 et 2 ou sermsont ensemenceées sur la partie supérieure
d'une membrane microporée. Aprés 18h, les cellalemt traversé la membrane microporée sont
comptées apres fixation et coloration au Hoechst.
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b- MMT shRNA

Les mémes expériences menees avec les lignées MIAI pea3A et MMT RNAI
pea3 B montrent qu’elles possedent une capacité de atiogr a travers la membrane

diminuée d’environ 50% par rapport aux cellulestailas (Figure 38).
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Figure 38 : Analyse de la capacité de migration advers une membrane microporée des
lignées MMT RNAI pea3A et B.

Les cellules MMT Rs, RNApea3A et RNAi pea3B sont ensemenceées sur la partie supérieure d’une
membrane microporée. Apres 18h, les cellules ayawérsé la membrane microporée sont comptées
apres fixation et coloration au Hoechst.

3- Facteurs du groupe PEA3 et potentiel invasif

La capacité d’invasion des cellules MMT et sa matloh par les facteurs Erm et
Pea3 a été appréhendée par des expériences ttigisanture tridimensionnelle des cellules
dans un gel reconstitué (gel de collagene ou Ma®@ig Les cellules ensemencées dans ces
gels tridimensionnels vont former des structuressg@ntant une « morphogenese » avec des

branchements (illustration figures 39a, b, ¢ etctlonne contrdle).

Les différents modéles de répression de I'expresdes facteurs Pea3 et Erm ont été
utilisés dans cette étude, mais seuls sont prés@ggésultats concernant les MMT siRNA,

les expériences menées avec les MMT shRNA n'ayasatpnné de résultats exploitables.
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a- Culture en Matrigel®

Les cellules MMT transfectées par lesesin si pea3l, sipea32 ou par un siRNA
controle, sont mises en culture dans le Matfigdh aprés la transfection. Les cellules sont
maintenues en culture pendant 7 jours en présanc®m d’HGF a 20ng/ml puis colorées et

analysées (Figures 39a, b, c).

Diverses expériences ont été menees et ont doréédaltats reproductibles. Les

photos proviennent du résultat des deux expériendépendantes suivantes:

- expérience n°1 : MMT sitrl, siermet sipea31l (Figure 39a, b)

- expeérience n°2 : MMT gitrl, siermet sipea32 (Figure 39c¢)

Les cellules MMT transfectées par un siRNA contnpitésentent des arborescences
typiques que peuvent former les cellules MMT céléis en gel tridimensionnel : les cellules
s’organisent entre elles et forment des branchesmenimant une « morphogenéese
épithéliale » (Figure 39a, b, c, colonne 1). Lelbutes MMT transfectées par les siRNA si
pea3 1l et 2 ou sierm perdent en grande partie la capacité de produde dructures

organisées (Figure 39a, b, c, colonnes 2 et 3).

b- Culture tridimensionnelle en gel de collagéne

Les cellules MMT transfectées la veille par le s/RNea31 ou siRNActrl ont été
ensemenceées en « micromasses » entre deux getfiatgne et cultivées pendant 7 jours en

présence ou non d’HGF puis colorées et analységsré40).

Les MMT sictrl ainsi mises en culture en gel de collagene préstules structures
caractéristiques qui se forment a la périphéridadmasse cellulaire centrale. Ces cellules
s’organisent et forment une arborescence évoluatroes dimensions, comme illustré dans la
figure 40 (b et c, deux structures 3D observéegrassissement X100 sont présentées). Sur
une photo d'un grossissement moins important (leigdba, grossissement X50), ces
structures apparaissent comme des zones densedl¢ebies). Quand ces cellules ont été
transfectées avec un siRNA dirigé comiea3 ces zones denses ne sont pas visibles. Peu de
structures se forment autour de la masse et castgtes apparaissent nettement moins
développées (Figure 40d et e; lillustration f respond a l'une des rares structures

observables dans cette condition expérimentale).
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si ctrl sipea3l
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si pea32 ¥

Figure 39 : Etude du comportement morphogénétique &k cellules MMT transfectées
par des siRNA dirigés contreerm et pea3et cultivées en Matrige?.

Les cellules MMT transfectées par les siRNAtsi, sipea3l (a, b), spea32 (c) ou sierm(a, b, c)
sont mises en culture en Matrien présence d’HGF & 20 ng/ml. Les vues sont pgs&se a un
microscope et agrandies 50 (a, ¢) ou 100 fois)(b, ¢
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si ctrl si pea3l

Figure 40 : Etude du comportement morphogénétique &k cellules MMT transfectées
par des siRNA dirigés contreerm et pea3et cultivées en gel de collagéene.

Les cellules MMT transfectées par un siRNA contr@le dirigé contrgpea3 sont mises en culture
dans un gel de collagéne en présence d’'HGF a 20rigésvues sont prises grace a un microscope et
agrandies 50 ou 100 fois.

En conclusion, la répression de I'expression detefas Pea3 et Erm dans les cellules
MMT leur confére des capacités de proliférationgnation et morphogénétiques nettement

diminuées par rapport aux cellules controles, demtests réalisén vitro.
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4- Mise en évidence /n vivo du role des facteurs du
groupe PEA3 dans la tumorigenése mammaire

Pour conforter les résultats obterinsvitro, montrant le rdle potentiel des facteurs
Erm et Pea3 dans les processus cellulaires (magrabrolifération, invasion) participant a la
cancérogenese cellulaire, nous avons étudié le adement des cellules MMT modulées

pour I'expression des facteurs Erm et Pieadvo chez la souris.

Les cellules utilisées dans ce cadre sont les dgre cellules MMT exprimant de
maniére constitutive les ARN interférents dirigésitteermou pea3(MMT Rs, MMT RNAI
pea3A, MMT RNAi erm C, MMT RNAI pea3 A/ RNAi erm C) et les cellules MMT en
contrble expérimental. Les cellules ont été injestpar voie sous-cutanée dans chaque flanc
de souris SCID immunodéficientes. Par expérienceplris ont été traitées pour chaque

lignée cellulaire.

Lorsque des cellules MMT sont injectées dans caditions, les cellules forment une
tumeur qui est palpable et mesurable au bout d& @ars (en fonction du nombre de cellules
injectées). Les cellules MMT Rs donnent le mémdilpd®volution de la tumeur que les

cellules MMT (données non montrées).

En comparaison aux cellules MMT Rs, les tumeurgessde cellules MMT RNAI
pea3 A apparaissent plus petites des les premiers temepsnesure et continuent a se
développer moins rapidement que les tumeurs issesescellules contréles. 15 jours apres

I'injection, les tumeurs sont deux fois plus petitgie les tumeurs controles (Figure 41).

Des résultats similaires sont obtenus avec lesdgrMMT RNAierm C et RNAI

pea3A/ erm C avec un effet moindre poarmet plus fluctuant poyseaderm
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Figure 41 : Etude de I'évolution tumorale des lignés de cellules MMT réprimant
I'expression des facteurs Erm et Pea3 injectées @slsouris immunodéficientes.

a, Présentation sous forme de courbe.

b, Présentation sous forme d’histogramme avec laaéhs statistiques.

8 x 10 cellules MMT Rs, MMT RNAierm C, MMT RNAi pea3A ou MMT RNAi pea3A/ RNAI
erm C sont injectées dans chaque flanc de 5 soursstumeeurs apparaissent au bout de 3 jours et sont
alors mesurées tous les 3-4 jours. Les points sporedent & la moyenne de la taille des tumeurs de
chaque groupe expérimental +/- la déviation stahdBrobabilité selon test de Mann-Whitney **
P<0,01, * P<0,05.
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VI- Mise en évidence de nouveaux génes cibles des
facteurs du groupe PEA3

Dans le cadre de la recherche et I'étude de nouvegaues cibles des facteurs de

transcription du groupe PEAS3, différents modeldkilzeres ont été utilisés :

- les cellules TAC surexprimant de maniere constieutes facteurs Erm ou Pea3.
Ces cellules correspondent aux lignées TAC/pc7, /EAG1 et TAC/pea3 8
caractérisées dans Chotteau-Lelievre et al., 20@3. lignées TAC/erml et
TAC/pea3 8 surexprimant de facon stable et constitues facteurs Erm et Pea3
respectivement. La lignée TAC/pc7 est la lignéetréde. La surexpression des
transcritserm et pea3 a été contrdolée par PCR semi-quantitative et dasine
(Figure 42a a d). La surexpression du facteur Re&t@ confirmée par western blot
(Figure 42e), celle du facteur Erm n’a pu étre comde faute d’anticorps

fonctionnel,

- les cellules TAC surexprimant de maniére transttes facteurs Erm ou Pea3,

- les cellules TAC ou MMT exprimant de maniere tramise un SiRNA dirigé

spécifiguement contrerm ou pea3(modele présenté paragraphe 1V-2),

- les lignées MMT exprimant de maniéere constitutiveshRNA dirigé contrerm,

pea3ouermetpea3(modéle présenté paragraphe IV-1-c).
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Figure 42 : Analyse de I'expression des transcritsrm et pea3et du facteur Pea3 dans les
cellules TAC, TAC/pc7, TAC/erml, TAC/pea3 8.

a, b, ¢, d Les RT-PCR ont été réalisées a partir des ARN ixtides cellules TAC ou TAC
surexprimant de maniére constitutive les facteursn Eet Pea3, pour amplifier les transcrits
cyclophilline et pea3 (a, d), cyclophilline et erm (b, c). a, b, PCR semi-quantitativec, d, PCR
guantitative e, Western blota partir de 20ug de protéines et avec un anticantsPea3 ou anti-
Actine.
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1- Contexte de I'étude

Des expériences menées avant mon arrivée danbdeataire et ayant eu pour base
I'utilisation d’'une puce a ADNAtlasTM Mouse cDNA Expression Arrays, Clontech)lat
comparaison du transcriptome des cellules TAC/egtnIAC/pc7, ont permis de définir huit
génes régulés de facon importanteax, gadd 45 gadd 153 fafl, cycline D2 p55 pim-1,
NFkB (Tableau 15). Afin de conforter la régulation dexpression de ces génes ainsi mise en
evidence, des expériences de northern blot et/dv $¥ni-quantitative ont été réalisées. Les
résultats obtenus, indiqués dans le tableau 15pemhis de confirmer ou d’infirmer les
résultats des puces a ADN. Le travail a donc étéquivi pour les genesax, cycline D2et
P55 pour lesquels nous avons entrepris la caractéisde la régulation par les facteurs du
groupe PEAS3. L’étude de la régulation du gbaga été la plus compléte a ce jour, car aucun
des facteurs impligués dans l'apoptose n’a jamsésdécrit comme étant régulé par les

facteurs du groupe PEAS.

Gene ciblé Fonction potentielle Reésuiltats des Confirmation
macro-array
pim-1 Sérine/thréonine kinase Réprimé Non confirmé (PCR)
bax Facteur pro-apoptotique Surexprimé Surexprimé (PCR)
p55dc Division cellulaire Surexprimé | Surexprime (PCR)
cycline D2 Régulation de la trans_ltlon G1/S du Réprimé Surexprimé (PCR)
cycle cellulaire
gadd 45 Modulation du cycle cellulaire et Réprimé

arrét de la réplication

add 153 Modulation du cycle cellulaire et RéDIIME Non confirmé
J arrét de la réplication P (Northern)

Roéle dans I'apoptose et la voie d¢
transduction de l'ubiquitine

faf-1 Surexprimé

NfkB Facteur de transcription Réprimé

Tableau 15 : Génes cibles potentiels des membres droupe PEA3 mis en évidence par

l'utilisation d’'une puce a ADN AtlasTM Mouse cDNA Expression Arrays, par
comparaison du transcriptome des cellules TAC/pc7ersus TAC/erml.
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2- Un nouveau gene régulé par les facteurs de
transcription du groupe PEA3 : le géne bax

Les données essentielles obtenues a I'issue dawaltont été publiées dans Journal
of Biological Chemistry (Firlej et al., 2005). Lile est présenté dans la partie a. Les
données complémentaires non publiées dans I'agtaleprésentant des expériences appuyant

le travail publié sont présentées dans la partie b.

a- Publication dans Journal of Biological Chemistry (Firlej et al.,
2005)

Firlej, V., Bocquet, B., Desbiens, X., de Laundit,and Chotteau-Lelievre, A.
(2005) Pea3 transcription factor cooperates with USF-1 imegulation of the
murine bax transcription without binding to an Ets-binding site. J Biol
Chem 280, 887-898.

Résumé de l'article

Apres avoir confirmé a partir des différents modedellulaires de surexpression ou de
répression de l'expression des facteurs Pea3 difou disponibles a I'époque (TAC,
TAC/pc7, TAC/lerml, TAC/pea3 8, TAC transfectéesntiniére transitoire par les vecteurs
pTracer, pTracer-Erm, pTracer-Pea3, pSuper Rp#a3 A, pSuper vide) la régulation du
genebax nous avons entrepris la caractérisation de cégelation par I'étude du promoteur

de ce géne

En effet, les facteurs de transcription du group&¥® sont capables de transactiver le
promoteur du génbax dans des expériences de transfection transitémbsées dans des
cellules mammaires murines transfectées par ddswscpermettant une surexpression de
'un ou l'autre des membres du groupe PEA3 et lemmteur d’intérét (ou des délétants)
clonés dans un vecteur rapporteur.

Le plus petit fragment promoteur qui conserve lpacié d’étre transactivé par les
facteurs du groupe PEA3 est de 100pb en amont dancd’initiation de la traduction. Ce
fragment ne présente pas de sites consensuelgal®ri a 'ADN pour les protéines de la
famille ETS, ce qui nous place dans une modalitéédelation jamais décrite. La premiere
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explication serait que les facteurs du groupe P&ABent a I’ADN par un site de fixation non
consensuel. Une autre explication possible maighithelle pourrait étre une transactivation
passant par linteraction d’'un membre du groupe PB®ec un facteur de transcription se
liant & ’ADN mais ne nécessitant pas la liaisodlPA®N du facteur du groupe PEA3. Parmi
les sites consensuels identifiés a l'aide des bemqle données, trois nous ont semblé
particulierement intéressants car ils concernestfdeteurs connus pour interagir avec des
membres de la famille ETS (Li et al., 2000): USK&reenall et al.,, 2001) , Spl, ou le
complexe transcriptionnel AP-1 (complexe Fos/J@Ythan and Wasylyk, 1990; Nakae et
al., 1995).

Nous avons entrepris de confirmer cette hypothése, réalisant des tests de
surexpression des membres du groupe PEA3 en assoceec ces cofacteurs potentiels
(Spl, AP-1, USF-1). Nous avons observe, parmidegefirs testés, que seul USF-1 agissait
en synergie avec la protéine Pea3 pour transadevieagment de 100pb du promoteur du
génebax Nous avons pu confirmer ceci en mutant chacuseddax E-box (sites de fixation
aux facteurs de la famille de USF-1) ou les dewes futations entrainent une perte de toute
capacité transactivatrice : individuelle (de Pea3le USF-1) ou synergique (Pea3+USF-1).

Par la technique de retard sur gel, en utilisafiérdints oligonucléotides couvrant les
100pb du promoteur du gébeax et des extraits nucléaires de cellules mammabenales
surexprimant la protéine Pea3, nous avons mongdJgF-1 pouvait bien se fixer vitro au
niveau de ce promoteur de maniére spécifique. lraldabtenue est bien retardée par un
anticorps dirigé contre la protéine USF-1. L'utii®n d’'un oligonucléotide muté sur les deux
E-box n’entraine aucun retard.

Nous avons aussi pu montrer qu’il n'y avait padigation directe de la protéine Pea3
au niveau du fragment de 100pb du promoteur du gemePar contre, I'utilisation d’un
anticorps dirigé spécifiguement contre la protéitea3 entraine une diminution du retard,
prouvant I'implication de Pea3 dans le complexe DN au niveau du promoteur du
génebax

Ce travail a donc permis de mettre en évidencapadté du facteur Pea3 de réguler
la transcription du gengax sans se fixer a ’ADN mais par l'interaction avedacteur USF-
1 via sa fixation a 'ADN sur des E-box. Le facteur denscription Pea3 se comporte donc

dans ce contexte comme un cofacteur.
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b- Données complémentaires non publiées dans I'article

Les données présentées ici confortent les résydtaibes dans I'article (Firlej et al.,
2005). lIs sont constitués par :

- la démonstration de I'absence de liaison des festdu groupe PEA3 au niveau du
promoteur proximal du germx

- I'étude de constructions supplémentaires du proonate gendvax

- la démonstration de la fonctionnalité des shRdé¢&3eterm,

- I'étude de la régulation du promoteur du gbagpar le facteur Erm,

- des données supplémentaires concernant I'implicatiofacteur USF-1 dans cette
régulation,

- le test d’autres facteurs de transcription suréeoteur du genbax

* Démonstration de I'absence de liaison des facteurgroupe PEA3 au

Pour tester la liaison directe des facteurs du ggoREA3 au niveau du promoteur
minimal du gendax des protéines traduites en lysat de réticuloayeeshacun des facteurs
du groupe PEA3 ont été incubées en présence damdesnarquée recouvrant les deux E-
box du fragment de promoteur PMBaxSpldl bax wt.reard est observé en présence du
facteur USF-1, confirmant la liaison directe defaeteur au niveau du promoteur du géne
bax mais aucune bande n’est observée avec les fadaugroupe PEAS3, Erm, Er81 et Pea3
(Figure 43). Ceci confirme que ces facteurs ne geupas se lier directement a I’ADN, mais

agiraient par l'intermédiaire d’un autre facteur.

» Etude de constructions supplémentaires du promatewréne bax

Des constructions supplémentaires issues du fragRMBaxSpldl ont été réalisées
de facon a préciser plus finement la zone du prearampliquée dans la régulation par les
facteurs Pea3 et USF-1. Les constructions PMBax®5B5p1l correspondent aux 50pb de la
partie 5 ou 3 du fragment proximal PMBaxSpldl dée 44a). La construction
PMBaxSpl1dIAS correspond au fragment du promoteutQfpb cloné en antisens en amont

de la luciférase dans le vecteur rapporteur.
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Figure 43 : Test de la liaison des facteurs du grge PEA3 sur le promoteur minimal du
génebax.

Des protéines traduites en lysat de réticulocytetées LR) ont été incubées en présence d’'une sonde
oligonucléotidique « bax wt » recouvrant les dedsdx et marquée aliP. Chaque piste correspond a

la sonde marquée en présence piste 1 LR USF-1 ;piste 2 LR Erm ;piste 3 LR Er81 ;piste 4 LR
Pea3.

Ces différents fragments de promoteur ont été usteatés dans les cellules TAC en
présence des vecteurs permettant I'expressionateuiaPea3 et/ou USF-1.

Le fragment PMBax5Sp1 est transactivé par le faddea3 et la coopération entre les
facteurs Pea3 et USF-1 est bien retrouvéee de laenméamiére que pour le fragment de 100pb
(PMBaxSp1dl), confirmant notre hypothése que ladaativation liée aux facteurs USF-1 et
Pea3 est bien associée a cette zone du promotedragment PMBax3Spl ne présente pas
d’activité transcriptionnelle basale suggérant Kjnéiation de la transcription et la régulation
par les facteurs Pea3 et USF-1 est portée parOpls Bontenant les deux E-box en 5 du
fragment PMBaxSp1dl| (Figure 44b).

La construction antisens du promoteur minimal dépbOne présente pas d’activité
transcriptionnelle basale et ne permet aucune dcéination par les facteurs USF-1 et/ou
Pea3 (Figure 44b) confirmant ainsi la spécificiééldctivité transcriptionnelle du promoteur
PMBaxSp1dl et de la régulation par les facteurSRe&SF-1.
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Figure 44: Test de lactivit¢ des facteurs Pea3 eUSF-1 sur les constructions
promotrices PMBax5Spl et PMBax3Sp1.

Les vecteurs d'expression pTracer (ctrl), pTracead et/ou pCR3-USF-1 (USF-1) et le vecteur
rapporteur contenant le fragment minimal du promotii génebax cloné en amont de la luciférase
(PMBaxSpldl) ou les délétants (PMBax5Spl, PMBax3Spl son homologue antisens
(PMBaxSpldIAS) ont été cotransfectés de maniérasitizire dans les cellules TAC. L’activité
luciférase de chaque condition expérimentale anéténalisée par rapport a celle obtenue avec le

vecteur d’expression pSB-galactosidase.

* Démonstration de la fonctionnalité des shRNA peasra

Le promoteur du génbax étant régulé par les membres du groupe PEAS3, éiléa
utilisé pour tester la fonctionnalité des shRIgAa3 et erm en parallele des expériences

meneées avec le promoteur « TORU » (Paragraphe (Vidlire 45).

Les cellules TAC ont été transfectées par un vecsgaporteur contenant le promoteur
PMBaxKpnl en amont de la luciférase et une constmcplasmidique pSuper (vide ou

contenant I'une ou l'autre des séquences RNéa3 A, B ou C ouerm A, B ou C), en
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présence ou non du vecteur pTracer-Pea3 ou pTEaoerpermettant 'expression exogene

du facteur Pea3 ou Erm).

Les séquences RNApea3 A et B permettent une diminution de [Iactivité
transcriptionnelle basale du promoteur PMBaxKpmg(Fe 45, colonnes 3 etv$ colonne 1),
mais aussi de l'activité de transactivation dudactPea3 (colonnes 7 ew8colonne 5). Au
contraire, la séquence RNAea3C ne modifie ni I'activité basale (colonnev&colonne 1),
ni I'activité de transactivation de ce promoteur lgafacteur Pea3 (colonnevscolonne 4).

Les séquences RNAIrmA et B ne modifient ni I'activité transcriptionrelbasale du
promoteur PMBaxKpnl (colonnes 2 et\v3 colonne 1), ni l'activité de transactivation du
facteur Erm sur ce promoteur (colonnes 6 etstolonne 5). La séquence RNArm C
permet de réprimer I'activité transcriptionnelleshke du promoteur d’environ 40% (colonne
4 vscolonne 1), et de I'activité de transactivationcgepromoteur par le facteur Erm de 70%

(colonne 8vscolonne 5).

Nous confirmons les résultats obtenus sur le preatot TORU » en montrant que les
séquences RNApea3A et B et RNAierm C réduisent bien l'activité basale du promoteur
PMBaxKpnl ainsi que l'activité transactivatrice diesteurs Pea3 et Erm, au contraire des

autres séquences testées.

* Mise en évidence de la régulation du promoteur eluegoax par le facteur

L’effet de transactivation des autres facteurs thuge PEA3 (Erm et Er81) sur le
genebax a été testé pour les constructions promotrice Pi@padl et PMBaxSacl. Les
vecteurs d’expression pTracer-Erm ou —Er81 ontcétéansfectés dans les cellules TAC en
présence ou non du vecteur pCR3-USF-1 et du vemeporteur PMBaxSpldl, PMBaxSacl

ou du vecteur vide.

Le facteur Erm transactive les deux portions dummieur du généax (6 fois par
rapport au vecteur vide) et peut collaborer aveladgeur USF-1 pour potentialiser cet effet,
notamment sur le promoteur PMBaxSpldl (18 foisrppaport au vecteur vide) (Figure 46).

Cet effet de collaboration est moins prononceé quesde cas du facteur Pea3.
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Figure 45 : Effet des différentes constructions pSier RNAi pea3et erm sur 'activité du
promoteur PMBaxKpnl.

Le vecteur d'expression pTracer (ctrl) ou pTracea® (Pea3) et le vecteur pSUPER, pSuper RNAI
pea3A, B ou C (a) ou le vecteur d’expression pTracerl)(@u pTracer-Erm (Erm) et le vecteur
pSUPER, pSuper RNArmA, B ou C (b) et le vecteur rapporteur PMBaxKpnl ont été cotractgfs

de maniére transitoire dans les cellules TAC. livatét luciférase de chaque condition expérimengale
été normalisée par rapport a celle obtenue aveedieur d’expression pSE-galactosidase.

Le facteur Er81 est capable de transactiver faiblfgme promoteur du géneax
PMBaxSpld! (4 fois par rapport au vecteur vide)jsnaucun effet coopératif avec USF-1

n’est observé (données non montrées).

Des constructions permettant I'expression d’ARNeiiféirents dirigés contrerm ont
été utilisées pour confirmer la spécificité de thaté synergique entre Erm et USF-1. Le
vecteur pSuper RNAerm C a été cotransfecté dans les cellules TAC erepo&sou non des
vecteurs d’expression pTracer-Erm et pCR3-USF-Hestconstructions proximales du géne
bax (PMBaxSpldl et PMBaxSacl).
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La cotransfection du vecteur pSuper RN&im C réduit I'activité transactivatrice
basale de PMBaxSacl de 60% et celle de PMBaxSp diO&o, et réduit de fagon drastique
I'effet de synergie des facteurs Erm et USF-1 (Feglb).

PMBaxSacll PMBaxSpldl
450 -

400 -
350 [
300 -
250 -

200
150 - -[
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Activité luciféarase relative
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l

ctrl
Erm
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Erm

ermRNAI
USF-1
Erm+USF-1

USF-1
Erm+USF-1erm-RNAI

Erm+USF-1

Erm+USF-1erm-RNAI

Figure 46 : Etude de l'activité du facteur Erm suie a la transfection du shRNA RNAI
erm C sur les constructions promotrices PMBaxSacl et BaxSpldl.

Les vecteurs d’expression pTracer (ctrl), pSupeAR®mM, pTracer-Erm, et/ou pCR3-USF-1 (USF-1)
et le vecteur rapporteur contenant le fragmentiprakPMBaxSacl ou minimal PMBaxSpldl ont été
cotransfectés de maniére transitoire dans leslegllDAC. L'activité luciférase de chaque condition

expérimentale a été normalisée par rapport a cditenue avec le vecteur d’expression gBV-
galactosidase.

Nous avons montré par la technique de retard duquge les facteurs Pea3 et USF-1
peuvent former un complexe au niveau des deux Edoogromoteur PMBaxSpldl grace a
I'utilisation des anticorps anti-USF-1 et anti-P¢&8lej et al., 2005). La méme expérience a
éte réalisée avec un anticorps anti-Erm (Figure B@s extraits nucléaires de cellules TAC
ont été mis en présence d’'une sonde marquée recaues deux E-box, bax wt, et des

anticorps anti-USF-1 ou anti-Erm.
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L’anticorps anti-USF-1 est capable de déplacemtanétion des deux complexes. Un
anticorps dirigé contre la protéine Erm est capaldedéplacer la formation du complexe
supérieur ternaire Erm/USF-1/ADN (Figure 47).

Ces résultats démontrent que de la méme manieréedaeteur Pea3, le facteur Erm

peut transactiver le promoteur minimal du gbagen agissantia le facteur USF-1.

Anti-Erm

-

= B Anti-USF-1

.
L 3

b
- -

.‘“‘

1 2 3

Figure 47 : Retard sur gel & partir d’extraits nucléaires de cellules TAC et de la sonde
bax wt.

Des extraits nucléaires de cellules TAC sont insutr@ présence de la sonde oligonucléotidique bax
wt marquée ad?P, recouvrant les deux E-box. Chaque piste contiesbnde marquée en présence
d’extraits nucléaires de TACpiste 1 [, piste 2 anticorps anti-USF-1piste 3 anticorps anti-Erm.

* Démonstration de I'implication du facteur USF-1 dda régulation du

L’équipe de Greenall a montré que les facteurs Pela2JSF-1 sont capables
d’interagirin vitro (Greenall et al, 2001). Pour confirmer que cexdaateurs interagissaient
in vivo dans les cellules TAC, celles-ci ont été transfestpar des vecteurs permettant

'expression des facteurs USF-1 et Pea3 (marquarpapitope V5). Les lysats protéiques ont
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été immunoprécipités avec I'anticorps anti-V5 etdeelation apres western blot a été réalisée
avec les anticorps anti-Pea3 et anti-USF-1.

La bande observée dans la piste 4 démontre qaetieur USF-1 est immunoprécipité
avec la protéine Pea3, confirmant I'interactioncde deux facteuis vivo dans notre modele

cellulaire (Figure 48).

input IPaV5
N N
e P
3] 5¢) o 3¢)
S 3 S 3
+ o + o
2 : 2 :
> N > N
Q 0 Q 0
e 3 <3 35
Pead—>| il M- u
USF-1—3) R

Figure 48 : Test de coimmunoprécipitation des facte Pea3 et USF-1 dans les cellules
TAC.

Les vecteurs d’expression pcDNAS, pTracer-Pealigi@R3-USF-1 (USF-1) ont été cotransfectés de
maniere transitoire dans les cellules TAC. Aprédfigation des protéines, une immunoprécipitation a
été réalisée par un anticorps anti-V5 et la réigdatiu western blot a été réalisée par un anticorps

dirigé contre la protéine USF-1 ou la protéine Pea3

Les facteurs USF-1 et USF-2 sont capables de tawsale promoteur minimal du
genebax, mais seul USF-1 peut agir en synergie avec ledad?ea3. De plus, l'utilisation
d’'un dominant négatif de USF-1 (TD USF-1) qui eélété de son domaine transactivateur,
empéche toute transactivation liée aux facteurs-U8EPea3 (Firlej et al., 2005). La liaison
de ces facteurs sur le fragment minimal du pronrodeugenebax a été testée en retard sur

gel.
Des protéines USF-1, Pea3, TD-USF-1 et USF2a tieslen lysat de réticulocytes ont

été mises en contact avec la sonde bax wt (recoulesdeux E-box) marquée.
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Comme USF-1, USF2a est capable de se fixer a sétjaence d’ADN dans des
expériences de retard sur gel, de méme que le dotirggatif de USF-1, TD USF-1 (Figure
49).

USF-1
TD USF-1
Pea3
USF-2a

1 2 3 4

Figure 49 : Mise en évidence de la liaison sur laasde bax wt des facteurs USF-1, -2a et
du dominant négatif TD-USF-1.

Des protéines traduites en lysat de réticulocyteseé LR) ont été incubées en présence d’'une sonde
oligonucléotidique bax wt recouvrant les deux E-oarquée ad’P. Chaque piste correspond a la
sonde marquée en présence fdiste 1 LR USF-1,piste 2 LR TD-USF-1 ;piste 3 LR Pea3 piste 4

LR USF-2a.

» Test de la capacité de transactivation d’autreddacs de transcription ou

Nous avons testés si d'autres membres de la faifl®, a I'instar des facteurs du
groupe PEA3, étaient capables de transactiver den@ieur minimal du géenkax Les
vecteurs permettant I'expression des facteurs Hvl, Erg, Spi, Etsl et Ets2 ont été
cotransfectés dans les cellules TAC avec le ved&BaxSpldl contenant le promoteur
minimal du genebax Aucun de ces facteurs n’est capable de transaclkes fragment de
100pb de promoteur du gebex (Figure 50a), confirmant la spécificité d’actiorsdacteurs
du groupe PEA3 au niveau du promoteur minimal chegax
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Figure 50 : Etude de I'activité des autres membrede la famille ETS, du facteur p53 et
du cofacteur p300 sur le promoteur minimal du géenéax.

Les vecteurs d’expression pcDNA3 ou pSV (ctrl), Net3-Etsl, -Ets, pSV-Fev, -Erg, Fli, Spi (a) ou
pPcDNA3-p53 (p53) (b) ou pcDNA3-p300 (p300) et pCBSF-1 (USF-1) (c) et le vecteur rapporteur
contenant le fragment minimal cloné en amont deddérase ou le vecteur vide correspondant ont été
cotransfectés de maniére transitoire dans leslegllDAC. L'activité luciférase de chaque condition
expérimentale a été normalisée a celle obtenuelawacteur d’expression pSRtgalactosidase..

Le promoteur humain du gebaxest activé transcriptionnellement par le factel® p5
(Miyashita and Reed, 1995), mais pas le promotauimtesté dans les cellules CaCo2 (lgata
et al., 1999), Saos et Hela (Schmidt et al., 1988us avons voulu savoir si le facteur p53
pouvait avoir un effet sur la transactivation irtdupar les membres du groupe PEA3. Le

vecteur permettant I'expression du facteur p53 éténsfecté dans les cellules TAC en
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présence ou non du vecteur pTracer- Pea3. Auceh reést observé, ni sur I'activité basale

de transcription, ni en collaboration avec le facteea3 (Figure 50b).

Il a été montré pour le facteur Er81, que celudtait capable d’agir en synergie avec
le cofacteur p300 pour transactiver le promoteugéine MMP-1 et le promoteur « TORU »
(Papoutsopoulou and Janknecht, 2000; Goel and dahkr2003; Goel and Janknecht, 2004).
De plus, le facteur p300 peut aussi agir en syaeagec le facteur Pea3 au niveau du gene
cox-2 (Liu et al., 2004). Nous avons donc testé I'effiet ce cofacteur sur I'activité des
constructions PMBaxSacll et -Spldl. Le vecteur gdiession du facteur p300 a été
cotransfecté dans les cellules TAC en présenceoaudas vecteurs permettant 'expression

des facteurs Pea3 et/ou USF-1.

Le facteur p300 ne modifie pas l'activité transtidpnelle des promoteurs proximaux
du génebax, et ne permet pas non plus d’augmenter la trans#ion liée aux facteurs Pea3

et/ ou USF-1, que ce soit au niveau du promoteuB®&dacl ou PMBaxSpldl! (Figure 50c).

L’activité de régulation du promoteur du gerex lpar les facteurs du groupe PEA3
semble donc spécifique de cette sous famille diedas ETS et nécessite I'interaction avec
USF-1 et sa liaison a 'ADN sur des E-box.

Ces données complémentaires ont donc permis dertenfes données publiées dans
I'article concernant les modalités de régulationpdomoteur du génkax par le facteur Pea3
en coopeération avec le facteur USF-1, mais ausgipdirter des informations concernant

concernant les modalités de régulation par le fadEem.
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3- Etude de la régulation des génes cycline D2 et p55%
par les facteurs de transcription du groupe PEA3

a- Cycline D2

» Analyse transcriptionnelle

Selon la méme approche que pour le dgape nous avons voulu confirmer le résultat
de régulation du géneycline D2 obtenu grace aux puces & ADN AlfdsMouse cDNA
Expression Arrays. L'expression au niveau transiommel decycline D2a été testée par
PCR quantitative et semi-quantitative dans diff(semodéles cellulaires pour lesquels
'expression depea3ou ermest modifiée. Le géne contrble utilisé dans cgge&nces est la
cyclophilline Nous mettons en évidence que I'expression du ggcliene D2est augmentée
par la surexpression du facteur Pea3 d'un factéu(Figure 51a) et par la surexpression du
facteur Erm d'un facteur 2 (Figure 51c) par rappart’expression de layclophilline
L’expression decycline D2est inhibée de 40 & 50% dans les cellules TAC Bexpression
de pea3est inhibée par ARN interférence (@a31 et sipea32) (Figure 51b). Ce taux de
répression est retrouvé dans les cellules MMT texpression deerm et/oupea3est inhibée
par ARN interférence (g€rmet MMT RNAI pea3A/ RNAi ermC ) (Figure 51d).

* Clonage des fragments du promoteur cyc/ine D2 murin

Pour déterminer le mécanisme par lequel les memthuegroupe PEA3 régulent
I'expression de ce géne, nous avons entreprioleage du promoteur murin du genline
D2. Les fragments de référence correspondent a dgménts de 625pb (extrémité 3’ située
juste en amont du site d'initiation de la traducjiet 450 pb (extrémité 3’ située a 175 pb en
amont du site d'initiation de la traduction), qufférent par leur extrémité 3'. Les autres
fragments ont été congus d’apres le positionnerdergites EBS potentiels (Figure 52), les

ARN messagers décrits et les EST mis en évideoegaur (Figure 52).

Suite au clonage des fragments du promoteur du ggaiee D2a I'issue de PCR sur
de 'ADN génomique de souris C57Black ou OF1, nowals sommes apercus que la
séquence amplifiée comportait des différences &veéquence publiée dans les banques de
donnéesAF01578§ et la séquence publiée dans I'article de Jur g€tum et al., 1997). Ces

différences sont retrouvées dans les banques E®E banques de BAC (Figure 52).
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Figure 51 : Caractérisation de I'expression des tmascrits cycline D2 dans des cellules
TAC ou MMT dont I'expression de Erm ou Pea3 est moifiée.

Les RT-PCR ont été réalisées a partir des ARN iextdes différents types cellulaires pour amplifier
cycline D2et lacyclophilline a, PCR guantitativegellules TAC ou TAC surexprimant le facteur Pea3
de maniére constitutive, PCR gquantitativecellules MMT transfectées par des siRNA contrbles
(colonne 1) ou dirigés contpgea3(colonnes 2 et3), PCR semi-quantitativecellules TAC ou TAC
surexprimant le facteur Ernal, PCR semi-quantitativegellules MMT Rs (piste 1) ou MMT RNAI
pea3A/ ermC (piste 2) ou transfectées par des siRNA contr@iste 3) ou dirigés contrrm (piste

4).
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GCACACACGTACACACCCTTTATGCCCCCATGGTATGCCTACAGAATGTCAGAAAGGATAATCAAT

AGGAATCCATGGGGTTTGTGGGTTCCCCTATCCGAGGCCCCTAGCATGCGGGGCTGGATGGGGA

GAGGGCCTCGGAGAAGTAGGGAGAGGGGTTGGGGGTGGGGAGCGGGGATCGTGTTTGAAGTTT
433/258 > 499
GGTCﬁGCCAGCTGCTGTGCTCC'I_I'AATAACAAGAGGGAAGGGGGGGGGGAGAGGGAGGGAAA
-417 Ls 30
GATTGAAAGGAGGGGAGGGACGCTAGAGGAGGGGAGGAAAGGGGGAGGAGGAACCTGAGAGG
L> 373 306132 L> 340

—>
GGGAGGAGATCTAACTGCCCTTCCAGCTTGCGTCACTGCCTGAGCGAGAGAGGAGAGCGAGCTG

64 I% BY313362 BY308768
BY782950

—
AGGAGAGCCGGGCAGTTCGGAGGGAAGGACCGGTGCGAGTCAGGCGGCCCTTGAGGCTCCGCT
450 AS I% BY330212

@
CGCCCACCTTCCACTCTTCTCTCTCTCTCTCCCTCTCTCTCTTTGCCATTTCTITCCTCTCCCAAATC

TCCCATTCAGCCAAAGGAAGGAGGTAAGGGAAGCACTCCCCGACCCCCCCGCACCTCCAAAAAAT
625 AS
AATAATAATAAAAAAAATTTACAGTCGGGACCGAGTGGTGGCCGGCTGGC

Figure 52 : Séquence du fragment de 625pb du promair du génecycline D2 clonée
dans le vecteur rapporteur pGLsb.

Les chiffres en bleu indiquent les sites d'initiatipotentiels mis en évidence par extension d’aenorc

par Jun et al. (Jun et al., 1997). Les chiffresrese indiquent le début des ESTs parfaitement
homologues sur le reste de la séquence du ggelme D2 Les lettres en gras correspondent aux

différences par rapport a la séquence publiée. d&gpiences en rouge correspondent aux EBS
potentielles. Les fleches en violet indiquent leutéde chaque fragment.

625 | —
433 [ —

306 | |

450 | I

258 | i
132 [ ]
64 [

Figure 53 : Représentation des différents fragmentdlu promoteur du génecycline D2
clonés dans le vecteur rapporteur pGL4b.
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Cing fragments de délétion ont été concus danedeeur rapporteur pGL4b contenant
le géne de la luciférase : pGL4b cd2 433 et 3Qghgruits sur la base du fragment de 625pb)
et pGL4b 258, 132 et 64 (construits sur la basiafyment de 450pb) (Figure 53).

» Analyse de l'activité transactivatrice des facteurs du groupe PEA3

Les différents fragments ont été testés en tratisfetransitoire dans les cellules TAC
(cd2 625, 433, 306, 450, 450, 233, 132 et 64). Taass fragments du promoteur du gene
cycline D2 possédent une activité promotrice basale a I'eia@epdu fragment de 64 pb
(Figure 54, premiere colonne de chaque conditiggémentale). L'activité transactivatrice
basale décroit entre les fragments 433 et 30&tet &es fragments 258 et 132. Néanmoins,
les fragments délétés de la partie 3’ (450, 233) b8t une activité basale plus importante. Le
fragment de 175pb (partie 3' des fragments 625, dB8306) pourrait donc contenir un
élément répresseur de la transcription ou dilugetiVité transactivatrice du promoteur du
géenecycline D2 Ce fragment est en cours de clonage pour vérifigte hypothese. Le
fragment de 64 pb ne posséde pas d’activation prracedasale, ce qui semble indiquer qu'il

ne possede pas de site d’initiation de la transorip

Afin d’évaluer la capacité des facteurs de trapsicmn du groupe PEA3 d’activer la
transcription du promoteucycline D2 les cellules TAC ont été cotransfectées avec les
constructions promotrices (cd2 625, 433, 306, 480, 233, 132 et 64) et les vecteurs
d’expression de chacun des facteurs du groupe RgRAacer-Erm, pTracer-Er81, pTracer-
Pea3).

Les expériences de cotransfection montrent que ¢easragments du promoteur (a
'exception du 64) sont transactivés par les troe&mbres du groupe PEAS3 de facon plus ou
moins importante (Figure 54). Le fragment de 45@gitransactivé 5 fois par le facteur Pea3
et 3 fois par les facteurs Erm et Er81. La trangaiion est de 2-3 fois pour le plus petit
fragment de 132 pb (Figure 54). Nous avons donftagment promoteur minimal de 132 pb
présentant une activité transcriptionnelle et tatigé par les membres du groupe PEAS,

suggérant la présence d’éléments de réponse aexifa&ETS au sein de cette séquence.
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Figure 54 : Etude de l'activité des membres du grque PEA3 au niveau du fragment
pleine longueur et les différents fragments de ddién du promoteur du géenecycline D2

Les vecteurs d'expression pTracer (ctrl), pTracenE-Er81 et -Pea3 et les vecteurs rapporteurs
contenant les différents fragments de délétionrdmpteur du géneycline D2cloné en amont de la
luciférase ou le vecteur vide correspondant ontcétifansfectés de maniere transitoire dans les
cellules TAC. L’activité luciférase de chaque cdinti expérimentale a été normalisée par rapport a
celle obtenue avec le vecteur d’expression pRL-TK.

» Effet de mutations de séquences EBS

La séquence de 132 pb du promoteur du ggnkne D2a été soumise a des logiciels
de recherche de sites potentiels de liaison poarfdeteurs de transcription (TESS, TF-
Search). Deux sites EBS potentiels ont été misviaegce au sein de cette séquence. La
mutagenese de ces sites a donc été entrepriseleLi@ssites ont été mutés individuellement
de GGAA en AGAA (mutation précisée pour abolir &pacité de fixation des protéines Ets).
La mutation du site le plus en amont du site datibn potentiel de la transcription est notée
mtl et la mutation du site le plus proximal estéeomnt2 (Figure 55a). Ces mutations ont été
introduites dans les fragments 132 et 258 clonés tapGL4b (pGL4b cd2 258 mtl et mt2,
PGL4b cd2 132 mtl et mt2).
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Les expériences de cotransfection de ces constnsctlans les cellules TAC ont été
réalisées avec les vecteurs d’'expression pTragefracer-Pea3. La mutation mt2 n'engendre
aucune modulation de I'activité basale du promoteuf32 pb et du promoteur de 258 pb, et
ne modifie pas l'activité de transactivation parfdcteur de transcription Pea3. La mutation
mtl par contre, diminue l'activité basale des fragte de promoteur 132 pb et 258 pb, mais

ne modifie pas I'effet de transactivation du facteea3 (Figure 55b).

L’étude des différentes constructions du promothurgénecycline D2a permis de
mettre en évidence leur activité transcriptionnglegu’a un fragment de 64 pb (issu du 450
pb) qui ne présente pas dactivité. Les facteurs,EEr81 et Pea3 sont capables de
transactiver ces portions de promoteur (excepféatgment de 64 pb). Les mutations mtl et
mt2 de deux sites consensuels de reconnaissanpeaiésies ETS ne modifient pas de fagon
significative ni I'activité transcriptionnelle deonstructions promotrices 258 et 132, ni la

capacité de transactivation du facteur Pea3.

Afin de compléter cette étude, d’autres mutantd soncours de clonage (mutation
différente de celle effectuée pour le mtl et mt2).
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Figure 55 : Effet de mutations au niveau de séqueas EBS au sein du promoteur du
genecycline D2

Les vecteurs d’expression pTracer (ctrl), pTracead’ et les vecteurs rapporteurs contenant les
différents fragments de délétion du promoteur doeg®cline D2clonés en amont de la luciférase,
sauvage ou mutés au niveau de sites EBS ou lewedtle pGL4b ont été cotransfectés de maniére
transitoire dans les cellules TAC. L'activité ludmifse de chaque condition expérimentale a été
normalisée par rapport a celle obtenue avec levectexpression pRL-TK.
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b- p55cdc

» Analyse transcriptionnelle

Les résultats obtenus lors de I'analyse des puce®M (Atlas™ Mouse cDNA
Expression Arrays) montrant une potentielle suresgion dep55 dans les cellules TAC
exprimant constitutivement le facteur de transwiptErm, ont été confirmés par northern
blot et PCR quantitative. En northern blot (Figh&, nous montrons que la surexpression
constitutive deermdans les cellules TAC entraine une augmentatida deantité d’ARNm
de p55 en comparaison aux cellules controles. Ce résaltpti étre confirmé par PCR
guantitative dans les cellules TAC exprimant de igran constitutive le facteur de
transcription Pea3 (Figure 57a), mais aussi damsd#ules MMT dont I'expression gea3
est réprimée par ARN interférence (Figure 57b)maalulation de I'expression g&5 a été
quantifiée par rapport a kyclophilline: la quantité d’ARNm dep55%est augmentée d’un
facteur 2 dans les cellules TAC surexprimant ldefiac Pea3 et diminuée de 50% dans les
cellules MMT transfectées par un siRNA dirigé cenmgea3 Nous avons confirmé cet effet
dans des cellules dont I'expressionedm est réprimée par ARN interférence (Figure 57c¢). En
effet, dans les cellules MMT transfectées par RNgi dirigé contreerm, nous observons une
répression de I'expression 65 d’environ 50%.

R (< 55

H_/

- erm

Figure 56 : L'expression du génep55 est augmentée dans des cellules TAC dans
lesquels le facteur Erm est surexprime.
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Un northern blot a été réalisé a partir d’ARN eittrale cellules TAC ou de cellules TAC pour
lesquelles Erm est surexprimé de maniere consttuti’hybridation a été réalisée avec une sonde
p55 % marquée adfP.
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Figure 57 : Caractérisation de I'expression du gén@55“ dans les cellules TAC ou
MMT pour lesquelles I'expression des facteurs du gupe PEA3 est modulée.

Les RT-PCR ont été réalisées a partir des ARN iextdas différents types cellulaires pour amplifier
p55% et lacyclophilline a, PCR quantitativecellules TAC ou TAC surexprimant le facteur Pea3 d
maniére constitutivedb, PCR quantitativecellules MMT transfectées par des siRNA contrdles o
dirigés contrgpea3 c, PCR semi-quantitativeeellules MMT transfectées par des siRNA contrdles
dirigés contreerm

Nous avons alors entrepris de caractériser le preumalu gén@55“et sa régulation
par les facteurs du groupe PEA3. Au début de &tttde, la séquence du promoteur murin
n’était pas disponible dans les banques de doniNgs nous sommes donc intéressés a la
séquence promotrice de rat (Weinstein et al., 1998)juipe de Weinstein nous ayant fourni
un vecteur comprenant ce promoteur de 1000pb emtashiogéne rapporteur de la CAT, nous

I'avons sous-cloné dans le vecteur pGL3b (vectapporteur luciférase).
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« Clonage des fragments du promoteur p55% de rat

[CTTAAGGAT CCAARGACCCACAAGAGTCOGACACAGGAT GTCCA CAAGAACAG

CCTAACCTAACCTT CACAACGAAAGGCTGGAATTCTGATCATTGTTTTGACCCCC
ACCCCATTCCTCT|ICACTTTGTGTTTGTTGAACTCCACACAGGCCCACGTA
TTCC|CAGCAGGCGCCCTCCCCATTCAGACCGCTACCTGCCCACCGTCTCTAACCA

ATTGGGTGCTCGGGTCGAGTTACGTGTGTGTATATAACCTAAGGACCACCCCCA
CTCAGGTTTTGATGCGACC TCACAGACTCCAAGATCTTCTAACTGCCAGGTCCA

ACCCAGCGAAAAGCCCAAACACGAGCGGTCCAGAGGACTGACTACCAGGTCCCG

CCCCCGGGCTCCGATTTGGCTCGGACTAAGGCT CCAGGAGGTIGGGAT CGGGA

TTTCGTTCCAAACGCTTAGCGATCGCACTCTCGTGAGATT] GCTCCGGAAGA(J

@CGCCCCTCTTCAGTGTAG CGACCAATCGACAAAGGCGACGGTTAAGACATGIG

GGTTTTGAAGGAGCCAATGAACACTAGCAGCGGA
CK474039 +1

Figure 58 : Séquence du fragment de 576 du promotedu génep55% de rat cloné dans
le vecteur rapporteur pGL3b.

Les séquences en rose et bleu correspondent auxp&BStielles. Les séquences encadrées en bleu
correspondent aux sites EBS identifiés par la metieebioinformatique par TESS et en vert par la
recherche genomatix. En vert est indiqué le plag IWADNc décrit pour p55cdc de rat (CK474039).
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Figure 59 : Représentation des différents fragmentdu promoteur du géne dep55% de
rat cloné dans le vecteur rapporteur pGL3b.

Le fragment de référence est le fragment de 57@ptt Bextrémité 3’ est située a
21pb en aval de I'extrémité 5 du plus long ADNccd€pour le génep55% de rat. Des
fragments de délétion ont ensuite été realisésoactibn de la position des sites EBS
potentiels (Figure 58) et clonés dans le vecteuL3iG: pGI3b p55 292, 210, 106 et 93
(Figure 59).

» Analyse de l'activité transactivatrice des facteurs du groupe PEA3
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Figure 60 : Etude de l'activité transactivatrice ds membres du groupe PEA3 sur le
promoteur du génep55 et les différents fragments de délétion

Les vecteurs d'expression pTracer (ctrl), pTracenE-Er81 et -Pea3 et le vecteur rapporteur
contenant les différents fragments du promoteug&hep55 clonés en amont de la luciférase ou le
vecteur vide pGL3b ont été cotransfectés de manraresitoire dans les cellules TAC. L’activité
luciférase de chaque condition expérimentale anétéalisée par rapport a celle obtenue avec le
vecteur d’expression pRL-TK.

Les cellules TAC ont été transfectées de maniénesitoire avec les constructions
promotrices pGL3p55% 576, 292, 210, 106 et 93 et les vecteurs d'exfmessTracer ou
pTracer-Pea3. L'activité luciférase observée dassploints contrdles (Figure 60, premiere
colonne de chaque condition expérimentale) montie tqutes les constructions testées du
fragment de 576pb a celui de 106 pb présententaatieité transcriptionnelle basale. Cette
activité basale décroit au fur et a mesure dedidés La perte des 104pb situées entre le
fragment 210 et le fragment 106 entraine une Ekst®0% de l'activité transcriptionnelle. Le
fragment 93 pb ne présente pas d’activité basafgi(@ 60). Le fragment promoteur minimal

p55 est donc le fragment 106 pb.

Le fragment de 106 pb comme les autres fragmentpromoteur dep55 de rat

possedent différents sites EBS potentiels. Nouss remmmes donc intéressés a l'effet de
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transactivation possible des facteurs du groupe3&XA les différents fragments de délétion
du promoteup55“ de rat. Les cellules TAC ont été transfectéedgmwecteurs permettant
I'expression des facteurs Pea3, Erm ou Er81 erepoésdes vecteurs contenant les différents
fragments du promoteur du gép85. Nous montrons que le fragment de référence de 576
pb est transactivé de 4 fois par les facteurs HrPea3, et de 2 fois par le facteur Er81. Ce
potentiel transactivateur est conservé pour tosifriEgments jusqu’au fragment minimal de
106 pb. L'effet de transactivation observé au nivda ce fragment minimal est de 3 fois pour
les facteurs Erm et Er81 et de 5 fois pour le facRea3.

» Etude de lI'effet des shRNA pea3 et erm sur I'activité transcriptionnelle basale du
promoteur du géne p55°% de rat

Les cellules TAC ont été cotransfectées avec l@érents fragments de promoteur et
les vecteurs permettant I'expression de shRNA érigontreerm ou pea3(pSuper, pSuper
RNAi erm C et pSuper RNApea3A). Nous montrons que la construction pSuper Risidn
C entraine une répression de I'activité transaipielle de 70% pour le fragment de 292 pb et
de 20% pour le fragment de 210 pb, et la constragiiSuper RNAipea3 A entraine une
répression de 40% pour le fragment de 576pb, 3096 lpdragment de 292 pb et 50% pour le
fragment de 210 pb (Figure 61). La répression eedegdes facteurs Erm et Pea3 par
l'intermédiaire des shRNArmetpea3entraine une diminution de I'activité transcriptielle
des différentes constructions promotrices. Ces Ite#suconfortent I'implication de ces

facteurs de transcription dans la régulation dumuteurp55 de rat.
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Figure 61 : Effet de ShRNA dirigés contreerm et pea3sur I'activité basale du promoteur
proximal du génep55™

Les vecteurs d’expression pSuper, pSuper-Rpga3 A ou -RNAi erm C et le vecteur rapporteur
contenant les différents fragments du promoteug&hep55 clonés en amont de la luciférase ou le
vecteur vide pGL3b ont été cotransfectés de manraresitoire dans les cellules TAC. L’activité
luciférase de chaque condition expérimentale anétéalisée par rapport a celle obtenue avec le
vecteur d’expression pRL-TK.

» Effet de mutations des séquences EBS

La recherche des sites potentiels de fixation degefirs de la famille ETS par les
logiciels TF Search et TESS a montré la présenge site EBS dans le fragment de 106 pb
(fragment de promoteur minimal transactivé parféeteurs du groupe PEA3). Nous avons
modifié la séquence de TCGGAAGACCC en TCTCCAATACC par mutagenese dirigée
(Figure 62a). L'introduction de cette mutation it pas la formation ni I'élimination de
séquences consensuelles pour d’autres facteumamgctiption, sauf ceux dont GGAA fait
partie du consensus de fixation. L'analyse de iv#ét transcriptionnelle de ce fragment
pGL3b p55 106 mt apres transfection transitoiresdis cellules TAC montre que cette
mutation engendre non seulement une diminutiontidues de I'activité basale du promoteur
de 106 pb, pour arriver a une valeur proche du pGlBais bloque aussi l'effet de
transactivation des facteurs du groupe PEA3 (Figizth). Ces résultats impliquent une

importance considérable de ce site de fixationestu du promoteur de 106 pb.
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Figure 62 : Etude de l'activité des facteurs du grope PEA3 sur la forme mutée du
fragment minimal du promoteur de p55™

a, Représentation schématique du fragment de 106 gisaduoteur dg55“ avec le positionnement
de la séquence EBS mutée. Test de transactivatipres vecteurs d’expression pTracer (ctrl),
pTracer-Erm, -Er81 et -Pea3 et le vecteur rappoentenant les fragments minimaux du promoteur
du génep55™ ou de la version mutée du fragment de 106 pb ctan@mont de la luciférase ou le
vecteur vide pGL3b ont été cotransfectés de marrargsitoire dans les cellules TAC. L’'activité
luciférase de chaque condition expérimentale anéténalisée par rapport a celle obtenue avec le
vecteur d’expression pRL-TK.

v

« Clonage des fragments du promoteur p55% murin

Les données du séquencage du génome murin noygonis de nous intéresser a
’homologie entre les séquences humaine / murimat/(Figure 64). L'observation de

I'alignement des trois séquences montre qu’elles gés homologues sur une partie de leur
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longueur et que le site EBS situé dans le fragrhi@6tdu promoteur de rat est conservé entre

les trois espéces ainsi que la zone flanquantee si

Nous avons donc entrepris de cloner les fragmemtprdmoteur murin équivalents
aux fragments de 292, 210 et 106 pb du promoteuadéhommés 319, 210 et 106) et une
version de ces différents fragments allongée ede3192 pb (hommeés respectivement 511,
402 et 300) (Figures 63, 64 et 65) dans le veqb&iir4b, pour étre testés en transfection
transitoire dans les cellules TAC. Cette deuxiegreedde fragments a été congue car tous les
ARNmM décrits dans les banques de données n'ontlquasextrémité 5 située dans le

fragment de 106 pb.

cacaggcttcgatgtgacctitcaaagattcccagatgctctaactgccgggeccaacccagaga
A
gatggecggeagagageggatceegaggactaactgtgegggaceegeceecgtgticegatte
B
gggctccgattcgggcagggacgaaggctcccagagatgggttcgggatttccttccaaatgettg

gtcgtegeactctegtgagatttgetcceggaagaceeggecctcticagtgtagcgaccaatcgg

C > BY237063 > AK160204
caagggcgacggttaagacagttgggttttgaaggagccaatgaacgctagcagcggagagttt
> AK029424 ?

aagaacaacagtccggcgtgtccttagettgtctg gaaaagaacgcegttcggcaggegcactga

MmRNA MRNA
> NM023223 ™ AF312208

cgcgctgcgaggagcetgggggtttgtgttcgggagagcetgagtacggagagggaccgggctget

gcgagctgtggcaggcggageccaggageccggegaggatcgegettggtegectttc
E

Figure 63 : Séquence du fragment 420 du promoteurudgénep55“ de souris cloné dans
le pGL4b.

Les séquences en rouge correspondent aux EBS iptieEntEn bleu sont indiquées certaines des EST
correspondant & la séquence du promote58€° murin et les ARNm décrits jusqu’a aujourd’hui.
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souris AGAGAGAGAGAGAGAGAATGTGTGTATGT G- TGAACGT GTGACCTAAGT ACCACCCACAG
rat 000 eeeeeeeeeeeeaeas ACGTGTGTIGTATA- TAACCTAAGGACC- - ACCCCCACTCA- - G
humai n TCT GCATCATAAATACGACT CTCGrIGr AGGATTTAAGT GTGAACTTCTGCAGGT TCT CGG
* %k k% * % k% *
souris GCTTCGATGTGACCTTTCAAAGAT TCCCAGATGCT CTAACT GCCGGGECCCAACCCAGAGA
rat GTTTTGATGCGACCT T- CACAGACTCCAAGATCTTCTAACTGCCAGGT CCAACCCAGCGA
humai n ACCCT GAAGCACCCGGGGCCAGACATTCCGAGCT CGCGGCGGT GGA- - - -AGGCACGCAA
* % * % * k% * % *
210 >

souris GATGGCCGGECAGAGAGCGGAT CCCGAGGACT AA- - CTGTGCGEGACCCGECCC- - CCGTGT
r at AAAGCCCAAACACGAGCGG- TCCAGAGGACTGA- - CTAC- CAGGTCCCGCCC- - CCGEEC
humai n AAGGGCGAACCGAGA- CGACT CCAGGACGCT GAGGCAGCGCAGGCCCCACCCGECCCCCC
* k% * %k k% *k*k % * %k k% * * *k*k k%% *k*%k * % *

souris TCCGATTCG - - - GGCTCCGAT TCGGECAGGEGACGAAGGCT CCCAGAGATGEGT TCEEG
r at TCCGATTTG ---GCTCG------------ GGACTAAGGCT CCCCGAGGT GCGATCGGG
humai n CCTGCCCCGCCCTGTCCC(XX:C(XBCTTTCCAGTACTAGTCCTCT(XBCGCC(XBCTCCCAGC

* k% **x k% * * * % *
106 —>
souris  ------- ATTTCCTTCCAAATCCTTG GTCGTCGCACTCTCGTGAGATTTG - - - - - CrC
rat  ------- ATTTCGTTCCAAACGCTTA- GCGATCGCACTCTCGTGAGATTTG - - - - - CTC
humai n CCCTCTCGTACCCTTCAAATCGCCTCCGCCGCTAGACTCTCGTGATAGCTGAGACTTTCC
* * *kk* k% * % kkkkkkkhkkikkx * * %
souris CAGGAAGACCCGGCCCTCT TCAGT GTAGCGACCAAT CGGCAAGGGCGACGGT TAAGACAG
rat CAGGAAGACCCGCCCCT CTTCAGT GTAGCGACCAAT CGACAAAGGCGACGGT TAAGACAG
humai n CAGGAABGCCCG- CCCCCT TCGCCGGAGAGGCCAAT GEGCTAGGEGCAACGGT TGCGACGG
kkkkkkk *kkk *kk *kk*%k * *k*k k% *kkkk * %k *k *kk*k k(kkkk*k k% *
AS «—
souris TTGGGTTTTGAAGGAGCCAAT GAACGCT AGCAGCGGAGAGT TTAAGAA- CAACAGT CCGG
r at TTGCGTTTTGAAGGAGCCAAT GAACACT AGCAGCGGAGAGT TTAAGAA- TAACTGTTCGG
humai n TTGGATTTTGAAGGAGCCAAT AGGCGCT CCGGAGCGGAGAGT TTAAGAGGECGT AAGCCAGG
kkkk k*khkkhkkhkkkkkkhkkhkkhkikkhkkk*k * *k*k k* *khkkkkkkkhkkhkkhkkkkkk*k * * %
souris CGTGICCTTAGCT TGT CTGGAAAAGAACGCGT TCGECAGGCGCACT GACGCGCT GCGAGG
rat CGTGCCTTTAGCCGGTC- AGAAAAGAACGCATTCGGCACTTCTACAGACGCACTG - AGG
humai n CGTGT- TAAAGCCCGTG:- - - - - - GGAACT GCTCCGGAGGGECACGGTGAGAGGT GG - TGG
* k k% * k% * k% * k k% * kk* * % * * %
souris AGCTGGGGEGT TTGT GT TCGGGAGAGCT GAGT ACGGAGAGGEGACCGEGECTGCTGCGAGCT G
r at AGTCAGGGATTTGTGT TTGGGAGAGGT T- - TACGAAGAGGT GCTGGEGECTGGTGCGAACTG
humai n GGCTGAG- CCGAGGTG(XBGOCGTGGCCA(XB(XI}A(XBGBGTGCTAG(X:CGGAAGXXBCTG
* % * % * % * k% % * * k%
souris TGGCAGGCGGAGCCCAGGAGCCCGEECGAGGAT C- GCGCTTGGT CGCCT TTCGCCCCGGTA
rat TGGCAGGCAGAGCCCAGGAGT CCTGCGAGGT CCTGAGT TTGGT CGCCTCTCACCCCCCTC
humai n CAGCCGAGGGTGECCCTGATTTTGT GGCCGGCC AGGAGCGAAGGGGT CCCT TTCT GTCC
* % k% * *x k% * % *

Figure 64 : Alignement des séquences du promotepb5° de rat, souris et humain.

En bleu est indiquée la région de 576pb du promqi8&® de rat cloné dans le pGL3b. En rouge est
indiquée la région de 420pb du promot@®5® murin clonée dans le pGL4b. La séquence EBS
conservée dans les différents promoteurs est eieadrrose.
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Figure 65 : Représentation schématique des différémfragments du promoteur du géne
P55 murin cloné dans le pGL4b.

Les sites EBS définis par les banques de donnégsesitionnés sur le fragment 511. En foncé est
indiqué le site EBS conservé entre les espécesaatis et homme.

» Analyse de l'activité transactivatrice des facteurs du groupe PEA3

Les cellules TAC ont été transfectées de maniémesiioire avec les constructions
promotrices pGL4p55© 511, 402, 319, 300, 210 et 106 et les vecteurspéssion pTracer
ou pTracer-Pea3. L'activité luciférase observéesdas points contrbles (premiéere colonne de
chaque condition expérimentale) montre que towgescbnstructions testées présentent une
activité transcriptionnelle basale (Figure 66). fiegments 319 jusque 106 (équivalent aux
constructions de rat testées) présentent le méofié gactivité (I'activité transcriptionnelle
diminue avec la taille du fragment). Par contreurples fragments de 511 pb a 300 pb,
I'activité promotrice basale augmente quand lalgailu fragment diminue, suggérant la
présence d’éléments régulateurs dans la régiomais fonctionnels dans le cadre de la

construction 300 (Figure 66).

L’expression du facteur Pea3 permet une augmentdtol’activité transcriptionnelle
d'un facteur 2 a 3 en moyenne pour les difféeremt@sstructions (significativement moins

importante pour le fragment 106) (Figure 66).
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Pour confirmer I'importance du site EBS conservéreees especes, nous allons
concevoir un fragment de 106 pb muté au niveauedsite EBS et construire un fragment

équivalent au fragment de 93 pb de rat (c'est-@afitété de la région contenant le site EBS).

o 3 [] ctrl

=

< B Pea3

© 25

p -

b}

()]

© 2-

-

NO)

=

(8]

S 151

s

5 14

(7]

o

o 0,5

x

m

0 Bl T

— [aN} o Q0 (o] o (o]
— o o < — — o
Lo < (92) - (42} N —
(8] [S] (8] (D [S] (&S] [S]
© k] © Q_ xe) k=) k]
0 D 0 %9} 29 %9}
o o L0 o L0 o
o o o o o o
o] o) o] o) o) o)
= < = 3 < 3
- - - - — -
@) ) @) O ) )
o o o o o o

Figure 66 : Etude de l'activité transactivatrice ds membres du groupe PEA3 sur le
promoteur du génep55° murin et les différents fragments de délétion.

Les vecteurs d’expression pTracer (ctrl), pTracenE-Er81 et -Pea3 et le vecteur rapporteur
contenant les différents fragments du promoteugéhep55“ cloné en amont de la luciférase ou le
vecteur vide pGL4b ont été cotransfectés de manraresitoire dans les cellules TAC. L’activité
luciférase de chaque condition expérimentale anéténalisée par rapport a celle obtenue avec le
vecteur d’expression pRL-TK.

Ces données préliminaires de régulation vont dassis des résultats obtenus pour le
promoteur de rat, mais avec une activité transoripelle basale beaucoup plus importante
pour ces constructions de promotpBE murin. Ce niveau basal élevé est peut étre retevan
de la plus faible activité transactivatrice du éactPea3. Ce travail devra donc étre poursuivi
en étendant aux autres membres Erm et Er81 etudiagt I'importance des sites EBS dans
cette régulation. La premiére mutagenese concelaaite EBS conservé entre les séquences
homme, souris et rat dont la mutation affecte geralrastique I'activité transcriptionnelle de
rat.
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4- Mise en évidence de nouvelles cibles des facteurs
Erm et Pea3 par la technique de puces a ADN (Mouse
Genome Survey Microarray, Applied Biosystems)

Nous avons pu entamer récemment une étude de mideidence de génes régulés
par les facteurs Erm et Pea3 a partir de modeladaiees de répression de I'expression de
ces facteurs. Nous avons choisi la technologie iadpBiosystems, Mouse Genome Survey
Microarray et ce travail est réalisé en collabomatavec le Dr Arndt Benecke (IRI, systems
epigenomics group).

Pour cette étude, les ARN ont été extraits des fesdwiivants :

- des cellules MMT non modifiées (2 échantillons),
- des cellules MMT transfectées par un siRNA cdat(8 échantillons),
- des cellules MMT transfectées par un siRNA diggétrepea3(4 échantillons),

- des cellules MMT transfectées par un siRNA diggétreerm (3 échantillons).

La qualité et la pureté des ARN ont été vérifiéasla technologie des puces Agif@nt
puis les ARN ont été amplifiés et marqués a la xiigénine. Les ARN ont alors été
fragmentés et hybridés pendant 18 h sur des pu@d3Nareconstituant le génome murin.
Apres révélation, les résultats ont été analys@segau logiciel Biosystems Expression Array
System Software et le logiciel ace.map par I'équipedr Arndt Benecke (comme décrit dans

le matériel et méthodes).

bY

Brievement, chaque échantillon «test» est compadividuellement a chaque
échantillon MMT + sictrl. De la méme maniére, chaque échantillon de cellM&T et
comparé aux échantillons MMT + alirl. Ces analyses ont permis de mettre en évidence une
variation de I'expression de certains genes emseallfférents types de cellules. Nous avons
choisi de sortir de cette analyse, les génes ayaatvaleur p<0,01, c'est-a-dire dont la
probabilité d’étre régulés est de 99%. Les génedt dlexpression est significativement
différente entre les cellules MMT et les cellulesMi1 + siRNA ctrl ont été exclus de
'analyse. Pour le facteur Pea3, nous avons sétaati les genes régulés plus ou moins deux
fois avec la probabilité p<0,01, tandis que poufaleteur Erm, nous avons sélectionné les

génes régulés avec une probabilité p<0,01 santelminimum de régulation.

Pour le géngeag le pourcentage moyen d’inhibition dans les édlans sipea3est

de 72% avec une forte variance au sein des édoastiMMT + sipea3et MMT + sictrl.
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Pour le géengea3 beaucoup de genes régulés avec un seuil supéridaux fois. Pour le
géneerm, peu de génes présentent un fort niveau de régulpbsitive ou négative. Ce géne
n'étant pas représenté sur les puces a ADN, n@wns pas pu contrdler le taux moyen de

répression dermdans les cellules MMT + sirm par rapport au contréle MMT + eirl.

L’analyse des genes dont I'expression est régulée a la répression de I'expression
de pea3, a permis de mettre en évidence 84 genes dontdbapilité de régulation est
supérieure a 99% parmi les 130 genes mis en éwddent de I'analyse des lames. La liste de
ces genes est représentée dans le tableau 1@rel&sion relative représente I'expression des
genes dans les cellules transfectées par un siRhge @ontrepea3par rapport aux cellules

transfectées par un siRNA controle.

L’analyse des genes dont I'expression est régulée a la répression de I'expression
d’erma permis de mettre en évidence 44 génes donolapilité de régulation est supérieure
a 99% parmi les 69 genes mis en évidence de I'aealgs puces. La liste de ces génes est
représentée dans le tableau 17 : I'expressionivelatprésente I'expression des genes dans
les cellules transfectées par un siRNA dirigé aatm par rapport aux cellules transfectées

par un siRNA controle.

Parmi les genes régulés, 8 genes sont retrouvéslelameux analyses (Pea3 et Erm)

avec une probabilité supérieure a 99% (Tableau 18).

Ces résultats préliminaires ne sont présentés aue ferme d’une liste des différents
genes ainsi mis en évidence dans les différenteslittans expérimentales et avec une
probabilité p<0,01, puis classés dans differentéédgories en fonction de leur rdle décrit dans
la littérature. Une représentation schématique &®set 44 génes régulés identifiés par
I'analyse des puces est présentée dans les fi§dras9.
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Geéne genelD P (si | Expression Nom complet et fonction
peadsi | relative (si
ctrl) peadsi ctrl)
Csh1|Plib 18775 0,0009 0,16chorionic somatomammotropin hormone 1|placeltal

lactogen-I betahormone impliqué dans la prolifératign

Csh1|Plig 215024 0,001R2 0,17chorionic somatomammotropin hormone 1|placeftal
lactogen | gamma hormone impliqué dans b
prolifération

Prnd 26434 0,0031 0,188prion protein dubletprotéine homologue au prion

Has2 15117 0,0005 0,22hyaluronane  synthetase métabolisme de Ia

hyaluronane. Réle dans la prolifération cellulajre,
migration, invasion de cellules cancéreuses

Cdh17 12557 0,0004 0,29cadherin 17 cadhérine du foie

Tuba7 22147 0,0045 0,30tubuline alpha 7composant des microtubules

Pcbpl 23983 0,003f 0,32poly(rC) binding protein lprotéine de liaison a I'’ARN

Agp3 11828 0 0,34 aquaporine 3 canal acqueux pour transport eau| et
glycérol dans la peau.

Eif3s8 56347 0,001% 0,3 eukaryotic translation initiation factor 3, subung,
facteur d'initiation de la traduction

LOC629758 629758 0,0006 0,40 Null, molécule de tyg@90, protéine chaperone

Fgfrl 14182 0,0005 0,3B8fgf receptor 1 récepteur au FGF. Roéle dans |le

développement, la prolifération cellulaire, la riagion
négative de I'apoptose...

Acsl4 50790 0,0019 0,41l acyl-CoA synthetase long-chain family memhevale
de biosynthése des lipides et dégradation des &sjgu
chaines d’acides gras

Usp43 216835 0,0098 0,41ubiquitin  specific peptidase 43 endopeptidasg
impliquée dans la dégradation de I'ubiquitine

Snn 20621 0,0011 0,4bstannin fonction cellulaire inconnue. Pourrait avoir hn
role dans la régulation de la croissance cellulaire

LOC632638| 13860 0 0,45 epidermal growth factor receptor pathway substi@ite

Eps8 Substrat de [I'EGF recepteur. Rble dans | la

polymérisation de l'actine et la mobilité cellukji
oncogéne potentiel

Acaca 107476 0,004y 0,46acetyl-Coenzyme A carboxylase alpb@asynthése dep
acides gras

Tspanl4d 525868 0,003b5 0,4@etraspanin 14les tétraspanines en général régulert la
morphologie cellulaire, la mobilité, I'invasion...

Slc4a8 59033 0,0006 0,47solute carrier family 4, member, 8canal ioniqug
cotransporteur sodium/bicarbonate

LOC625403 625403 0,0037 0,4RIKEN cDNA 6330405D24 genesimilaire aux
protéines de liaison aux acides gras

Stipl 20867 0,0064 0,4 stress-induced phosphoprotein, lorganisation dd
complexe hsp70/hsp90.

Scdmol 66234 0,000y 0,48sterol-C4-methyl oxidase-likenétabolisme des lipides

LOC622384| 622384 0,0009 0,48 Null, similaire aux protéinesde liaison aux acides gras

LOC634810

Rras2 66922 0,003 0,48related RAS viral (r-ras) oncogene homolog |2
GTPase. Facteur transformant, rdle dans la syrvie
cellulaire

Ldlr 16835| 0,0003 0,48 low density lipoprotein receptpr métabolisme dl
cholestérol

Irx2 16372 0,0005 0,48 iroquois related homeobox, 2acteur de transcriptioh

impliqué dans le développement
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Geéne genelD P (si | Expression Nom complet et fonction
pea3si | relative (si
ctrl) pea3si ctrl)

Rgs2 19735 0,0059 0,48regulator of G-protein signaling ,2régulation de g
signalisation des récepteurs a protéines G

Tral 22027| 0,0009 0,4Btumor rejection antigerprotéine hsp

Myh9 17886| 0,0078 0,49 myosin, heavy polypeptide 9, non-musahgosin non
musculaire. Donne une activité contractile auxuted.

Phgdh 236539 0,0037 0,498-phosphoglycerate dehydrogenase

Fads2 56473 0,001p 0,50fatty acid desaturase, Zoie de biosynthése des acides
gras

Hspdl 15510 0,0032 0,50heat shock protein brotéine chaperonne

Socs4 67296 0,0004 2,01suppressor of cytokine signaling guppresseur de fa
signalisation des cytokines.

Phc3 241915 0,008} 2,01polyhomeotic-like 3 (Drosophila) composant dy
complexe PRC

Atpla2 98660 0,0002 2,01ATPase, Na+/K+ transporting, alpha 2 polypeptide
pompe ATP a cation dépendante

Zfp54 22712 0 2,02 zinc finger protein 54facteur de transcription

Ube2s 77891 0,0076 2,0J9ubiquitin-conjugating enzyme E2&nhzyme de ligatiof
de l'ubiquitine

Fgfrlop 75296/ 0,0077 2,11fgfrl oncogene partner protéine du centrosonje
impliquée dans I'ancrage des centromeéres.

Csfl 12977 0,002 2,1l cblony stimulating factor ,1 activateur des
macrophages

Gpha2 170458 0,0001 2,13 glycoprotein hormone apha

Mgmt 17314| 0,0028 2,18 O-6-methylguanine-DNA methyltransferage
méthyltransférase, impligué dans la réparation| de
I'’ADN.

Rrm2b 382985 0,0059 2,15ribonucleotide reductase M2 ,Btransforme leq

désoxyribonucléotides en ribonucléotides
7protein phosphatase 1D magnesium-dependent, glelta
isoform sérine-thréonine phosphatase qui inactive| les
voies p53 et MAPK.

Ppmid 53892 0,0001L 2

=

Nusapl 108907 0,0001 2,1%Nucleolar and spindle associated proteinptotéine de
liaison aux microtubules
BB114266 235047 @ 2,1Dexpressed sequence BBl11426@&gulation de I3

transcription

LOC435791| 435791  0,0047 2,26nterferon zeta

Phida3 27280 0,0001L 2,27pleckstrin homology-like domain, family member 3
réle potentiel dans I'apoptose liée a Fas.

Fas 14102 0,0018 2,29fas (TNF receptor superfamily memheroie pro-
apoptotique

Vcaml 22329  0,0017 2,20vascular cell adhesion molecule , 1 molécule
d’adhésion

Sesn2 230784  0,0052 2,34%estrin 2 rdle dans I'arrét du cycle cellulaire

BC031441 24012( ) 2,35cDNA sequence BC03144drotéine a doigt de zinc

BC049807 435791 ) 2,36¢cDNA sequence BC0498Gmilaire a I'interféron zeta

Zfp119 104349  0,0001 2,411zinc finger protein 11%acteur de transcription

Zfp688 69234 0 2,47 zinc finger protein 688 facteur de transcription

Nfyb 18045 0 2,48 nuclear transcription factor-Y beta facteur de
transcription

Fst 14313 0 2,50 follistatin, inhibiteur de I'activine (famille TG)

Wispl 22402| 0,0007 2,5PWNT1 inducible signaling pathway protein @rotéine

de la voie de signalisation Wntl
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Geéne genelD P (si | Expression Nom complet et fonction
pea3si | relative (si
ctrl) pea3si ctrl)

Tnsl 21961  0,00038 2,56tensin 1 protéine de liaison a I'actine située des po|nts
d’adhésion cellules/matrice extracellulaire.

Trp53inpl 60599 0,0038 2,60transformation related protein 53 inducible nucldar
protein 1, inhibe le cycle cellulaire et induit 'apoptosk

Ei24 13663 0 2,69 etoposide induced 2.4 mRNActeur pro-apoptotique

Slc22al8 1840( 0,0083 2,7Gsolute carrier family 22, member 1&anal ioniqug
transporteur d’anions

Bbc3 170770 0 2,71 Bcl-2 binding component 3inducteur d’'apoptose dgs
voies p53 dépendantes ou indépendantes

Notch3 18131 (0 2,80 notch gene homolog, 3nolécule impliquée dans fe
développement

Snx16 74718 d 2,80 sorting nexin 1§ traffic membranaire

Rab30 75985 0,0001L 2,88RAB30, member RAS oncogene fanByPase de Ig
famille ras

Pmm1 29858 0,003 2,93phosphomannomutase 1

Ccl17 20295 0,0041 3,07 small inducible cytokine subfamily Atiemokine

Hmmr 15366/ 0,0014 3,2phyaluronan mediated motility receptor

Krt1-17 16667 0 3,41 keratin 17 constituant du cytosquelette

Foxn2 14236  0,0097 3,49forkhead box N2facteur de transcription

Arl9 384185| 0,0002 3,86 ADP-ribosylation factor-like 9

Abca8b 27404 a 3,91 ATP-binding cassette, sub-family A (ABC1), menjber
8b

Casq2 12373 @ 4,0[ calsequestrin 2protéine de liaison au calcium

2600006K01 70319 0,0084 4,08 RIKEN cDNA 2600006K01 gene,procollagen,

Rik molécule d’adhésion

Igfbp7 29817 0 4,12 insulin-like growth factor binding protein, frotéine
de liaison a I'lGF

Myh7 140781 0 4,22 myosin, heavy polypeptide 7, cardiac muscle, beta

Rdm1 66599 Q 4,24 RAD52 motif 1impliqué dans la réparation de 'ADN

LOC210457 210457 0,0001 4,5MNull, protéine a domaine LIM, similaire a la testiphe
(supresseur de tumeur)

Cesb 234673 0,001p 4,87 carboxylesterase 5

Defb28 545475 @ 4,88 Null, défensine

Aldh1l1 107747 0,0004 5,08 aldehyde dehydrogendaenily, member L1

Des 13346 Q 5,64 desmin protéine du cytosquelette

Slchal 20537 0,0006 8,09solute carrier family 5 (sodium/glucose cotranspoyxt
memberl, canal ionique

Dscamll 114873 @ 8,5Rdown syndrome cell adhesion molecule-like | 1
molécule d’adhérence

Tnfsf7 21948 0,003 13,16tumor necrosis factor (ligand) superfamily, memfge
cytokine de la voie du TNF

Tableau 16 : Liste des génes dont I'expression estodulée dans des cellules MMT

transfectées par un siRNA dirigé contrepea3 par rapport a des cellules MMT
transfectées par un siRNA contrdle.

L’expression relative représente I'expression de&seg dans les cellules transfectées par un siRNA
dirigé contrepea3par rapport aux cellules transfectées par un siRbdi#role.
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Geéne genelD P (si | Expression Nom complet et fonction
ernysi relative (si
ctrl) ermysi ctrl)

Hgf 14234 0,0038 0,36 hepatocyte growth factor facteur de croissande
impliqué dans la migration, prolifération et disgien
des cellules

Tub7 22147 0,004 0,4[L tubuline alpha 7composant des microtubules

Fogflr 14182 0,0051 0,44fgf receptor 1 récepteur au FGF. Rdle dans |le

développement, la prolifération cellulaire, la riagion
négative de I'apoptose

1300003K24 71750 0,005 0,60 RIKEN cDNA 1300003K24 geneR3H domain

Rik = containing 2, phosphoprotéine

R3hdm2

Whbscrl6 94254 0,0096 0,46williams-Beuren syndrome chromosome region |16
homolog (human)

LOC631287 631287 0,0007 0,6@Null, similar to interferon induced transmembrahe
protein 2

Acsl4 50790 0,0059 0,6Pacyl-CoA synthetase long-chain family member] 4
métabolisme des lipides

Ddx19a 13680 0,0036 0,71DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 19a,
hélicase ARN

Ptplad 57874 0,0055 0,77protein tyrosine phosphatase-like A domain contajtji
1, médiateur de la signalisation de racl

Maged?2 80884 0,0034 0,85melanoma antigen, family D, Bharqueur métastatiqug

Igfir 16001 0,0069 0,91 insulin-like growth factor | receptorrécepteur d¢
I'IGF.

Smc4ll 70099  0,0086 1,2i7SMC4 structural maintenance of chromosomes 4-like 1

(yeast) protéine de liaison a la chromatine

Ppmel 72590 0,0008B 1,19%rotein phosphatase methylesterase 1

Smtn 29856 0,0096 1,20smoothelin protéine structurale

S100a4 201964 0,0086 1{25100 calcium binding protein Adrotéine impliqué
dans la prolifération, les métastases, I'adhéreert¢,
'angiogenése

Hectdl 207304 0,005b 1,21IHECT domain containing, ubiquitine ligase

Cdk9 107951  0,0096 1,2Rcyclin-dependent kinase 9 (CDC2-related kinage),
facteur de régulation de I'élongation de la traimiom

LOC638711 638711 0,0031 1,2/eterogeneous nuclear ribonucleoprotein, ABotéine
de liaison a I'ARN

Tspyl2 52808, 0,0098 1,24TSPY-like 2protéine d’'assemblage du nucléosome

Mobk1b 232157/  0,0007 1,25MOB1, Mps One Binder kinase activator-like [B
(yeast)

Suzl2 52615 0,004b5 1,26suppressor of zeste 12 homolog (Drosophifagmbre
de la famille polycomb

Kif21la 16564| 0,0064 1,2 kinesin family member 21Activité de microtubules

Hnrpr 74326 0,005 1,28 heterogeneous nuclear ribonucleoprotein rotéine
de liaison & I'ARN

Rbm15 229700 0,008b 1,33RNA binding motif protein 15protéine de liaison f
'ARN

Hnrpa3 229279 0,0058 1,33heterogeneous nuclear ribonucleoprotein pidtéine
de liaison a I'ARN

Ppp2cb 19053 0,003b 1,36protein phosphatase 2 (formerly 2A), catalytic suby
beta isoform phosphatase impliqguée dans |de
nombreuses voies de signalisation dont la voie Wnt

Stam 20844 0,0280 1,37signal transducing adaptor molecule molécule
adaptatrice de type SH3

Bbc3 170770  0,0094 1,39Bcl-2 binding component 3inducteur d’apoptose dg¢s

voies p53 dépendantes ou indépendantes
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Geéne genelD P (si | Expression Nom complet et fonction
ernysi relative (si
ctrl) ermysi ctrl)

Acbd3 170760 0,007 1,4Dacyl-Coenzyme A binding domain containing | 3
métabolisme des lipides
Mpp5 56217 0,0016 1,41l membrane protein, palmitoylated 5 (MAGUK pp5

subfamily member 5) protéine membranaire qyi
pourrait étre impliquée dans les jonctigns
intercellulaires

Pcgf2 22658 0,0093 1,44polycomb group ring finger,2membre de la famill¢
polycomb

Affa 93736| 0,0046 1,46 AF4/FMR2 family, member, #acteur de transcription

Clccl 229725 0,003 1,47 chloride channel CLIC-like canal chlore

Impdhl 23917, 0,0078 1,4Rinosine 5'-phosphate dehydrogenase 1

Scarbl 20778 0,009p 1,33scavenger receptor class B, membenrdcepteur au

lipoprotéines permettant I'efflux de cholestérots/tes
lipoprotéines.

Arpc4d 68089 0,0074 1,6Dactin related protein 2/3 complex, subunit, |4
polymérisation de I'actine
14synovial sarcoma, X member B, breakpoinf| 3
corépresseur de la transcription

Ssxb3 278174 0,009p 1

Idh1 15926/ 0,0051 1,76isocitrate dehydrogenase 1 (NADP+), solybtexydo-
réductase

Serpin B2 18788 @ 1,8serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade |B,
member 2inhibiteur de Upa

Igfbp7 29817 0,009 1,8Rinsulin-like growth factor binding protein, Frotéine
de liaison au facteur IGF

Rnasen 1400( 0,0048 2,12ibonuclease IIl, nuclearprotéine de dégradation gle
'ARN

AA792894 = 57896 0,007 2,23 EST AA792894rotéine a doigt de zinc liant TARNdA

krccl

Arhgap5 11855 0,0042 2,38Rho GTPase activating protein protéine a activitd

GTPase, impliqguée entre autres les signaux contr
les adhésions focales.

a

Tableau 17 : Liste des génes dont I'expression estodulée dans des cellules MMT
transfectées par un siRNA dirigé contreerm par rapport a des cellules MMT
transfectées par un siRNA contrdle.

L’expression relative représente I'expression de&seg dans les cellules transfectées par un siRNA
dirigé contreermpar rapport aux cellules transfectées par un siRdiftréle.

Geéne genelD P (sermysi ctrl) Expression P (sipea3si ctrl) Expression

relative (siernvsi relative (si

ctrl) peadsi ctrl)
Tub?7 22147 0,008 0,40 0,0045 0,B0
Foflr 14182 0,005] 0,44 0,0005 0,p8
Acsl4 50790 0,005¢§ 0,69 0,018 0,41
Bbc3 170770 0,0094 1,39 0 2,11
Igfbp7 29817 0,0093 1,8P 0 4,12

Tableau 18 : Liste des génes dont I'expression eabdulée parpea3eterm.
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Figure 67 : Profil d’expression des différents géeresélectionnés suite a I'expérience de
puces a ADN avec les cellules MMT transfectées pkes siRNApea3

La colonne F correspond a I'expression moyenn@mhalisée des différents génes sur la puce a ADN
(en log). Les colonnes vertes correspondent a fésgion brute de chacun des genes dans nos
différents échantillons (MMT + giea3[pea3-siRNA], MMT + sictrl [ctrl-SIRNA] et MMT [-]). P1
correspond a la valeur p entre les échantillons MiM3i pea3et MMT + sictrl. P2 correspond a la
valeur p entre les échantillons MMT +cdil et MMT. Les graphiques représentent I'expressiarebr
dans chacun des échantillons du géne le plusnetiles réprimé et le plus et le moins activé.

© 2007 Tous droits réservés.
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Figure 68 : Profil d’expression des différents géresélectionnés suite a I'expérience de
puces a ADN avec les cellules MMT transfectées pkas siRNAerm.

La colonne F correspond a I'expression moyenn@mhalisée des différents génes sur la puce a ADN
(en log). Les colonnes vertes correspondent a fésgion brute de chacun des génes dans nos
différents échantillons (MMT + strm [erm-siRNA], MMT + sictrl [ctrl-SiRNA] et MMT [-]). P1
correspond a la valeur p entre les échantillons MM3i ermet MMT + sictrl. P2 correspond a la
valeur p entre les échantillons MMT +csil et MMT.
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Figure 69 : Profil d’expression des différents géeresélectionnés suite a I'expérience de
puces a ADN avec les cellules MMT transfectées pkas siRNAerm et pea3

La colonne F correspond a I'expression moyenn@mhalisée des différents génes sur la puce a ADN
(en log). Les colonnes vertes correspondent a fésgion brute de chacun des génes dans nos
différents échantillons (MMT + frm [erm-siRNA], MMT + sipea3[pea3-siRNA], MMT + sictrl
[ctrl-siRNA] et MMT [-]). P1 correspond a la valeprentre les échantillons MMT +e&imet MMT +

si ctrl. P2 correspond a la valeur p entre les échargilldMT + si erm et MMT + sictrl. P3
correspond a la valeur p entre les échantillons Mistctrl et MMT.

L’analyse de la liste des génes régulés par letedex Erm et/ou Pea3, permet en
fonction des connaissances quand a leur r6le ddeni$ la littérature, de les classer dans les

catégories suivantes :

- des genes codant des canaux ioniques ou des tremspgoélc4a8 slc22al8
slcbal, aqp3, clccl, atpla2, abca8b

- des chémokines ou molécules du systéme immunitedlé7, socs4, ifngr2, csfl,
Defb28, BC049807, loc435791, loc631p87

- des molécules du métabolisme des lipides ou deesagrasidlr, sc4mo) scarb]
acacag acsl4 fads2 acbd3 loc62540310c622384,

- des molécules liées a l'ubiquitineectdl usp43 ube2$,

- des molécules de réparation de I’ADNgmM{ rdm1, rrm28,

- des protéines impliquées au niveau des nucléogitlds la transcription, traduction,
réplication (RNAsen, Eif3s8, tspyl2, ddx19, cdx9, smjcdidnt des protéines de liaison a
'ARN (hnrpr, hnprpa3, rbom15, krccl, pcbpl, LOC638711),

- des facteurs de transcriptiofoXn2, irx2 Nfyb aff4) dont protéine a doigt de zinc
(Zfp54, zfp119, zfp688, BB114266, BC03)4tlun corépresseur de la transcriptissxp3,

- des molécules impliquées dans I'apoptose ou dangdies afférentesbc3 ei24,
tnfsf7, phlda3, fas, Trp53inpl

- des molécules plus ou moins impliquées dans laf@ration cellulaire ou le cycle
cellulaire gestrin2 stannirj,

- des protéines du cytosquelette et de la structeitalaire (myh9 myh7,tnsl, des
arpc4, krt1-17, smin
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- des protéines des microtubules ou de leur dynamituea7, fgfrlop, nusap,
kif21a),

- des molécules impliquées dans la régulation de ilgration, l'invasion et des
meétastaseserpinB2 maged2hgf, hmmr, has2 tspanl4eps8, follistatine, s10034

- des molécules d’adhérenas¢amllvcam, cdhl7, 2600006KOIRjk

- des molécules liées aux voies de signalisationfdeteurs de croissance ou des
hormonesfgfrl, igfbp7, igfr, cshaiPIiB, csh1PIiG, gpha3,

- des éléments de régulation des voies de signals&ts2 ppmld wispl, ptplad,
notch3, stam, arl9, arhgapb

- des génes de la voie rasa2, rab30),

- des molécules du groupe polyconpin¢3 suz12 pcgf?),

- des protéines chaperonnes ou des molécules rdli€@€629758 tral, hspdl

- Drautres facteurs suppresseurs de tumeucbkld, loc210457
- D’autres molécules non classifiablgsr(d, snx16, rh3dm2, wbscrl16, phgdh, mpp5,

- d’autres enzymes de modificatiace65 pmmealdhlll, impdhl, phgdh, ppp2cb
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I- De nouveaux modéles d'étude de I'implication des
facteurs du groupe PEA3 dans la morphogenése et la
tumorigenése

Dans le cadre de ce travail, nous avons mis aut p#gnnouveaux modeles de
répression de I'expression des facteurs Erm et PeaB I'étude de I'implication de ces
facteurs dans les mécanismes de la morphogenéde &t tumorigenése mammaire, en
utilisant le principe de I'ARN interférence et cand les deux modeles cellulaires TAC

(cellules normales) et MMT (cellules cancéreuses).
Nous avons choisi deux modalités d’utilisation '@ interférence :

- l'utilisation de siRNA sous forme oligonucléotigie, utilisés dans le cadre de
transfections transitoires des cellules TAC et MM&rmettant une inhibition & moyen terme
de l'expression des facteurs Pea3 et Erm. Ces m®d#d répression transitoire ont été

utilisés dans des études phénotypignestro et dans la recherche de genes cibles,

- l'utilisation de shRNA par lintermédiaire de \ears rétroviraux ; par cette
approche nous avons obtenu des lignées TAC Rs, RNB&I pea3A et B, TAC RNAierm
C, MMT Rs, MMT RNAi pea3A et B, MMT RNAi erm C et MMT RNAIi pea3A/ RNAI
erm C, exprimant de maniére constitutive des siRNAgds contrepea3 et erm Ces
différentes lignées ont pu étre utilisées dansétiedes phénotypiques vitro et/ouin vivo et
dans la recherche de génes cibles.

Par l'approche siRNA, nous avons défini des séqeeratigonucléotidiqgues ARN
interférentes fonctionnelles aussi bien dans deBulee mammaires normales que
cancéreuses. Ces séquences (deux peaBet une pouerm) permettent une inhibition de

'expression de TARNmM de chacun des deux factellas moins 80%.

Les recherches sur la définition de séquence siRd¢Asont considérablement
développées et de nouveaux algorithmes ont étéamigoint. Ces logiciels permettent de
mieux appréhender la probabilité de fonctionnadies séquences prédites mais aussi leur
spécificité en éliminant au maximum la probabilgé’un siRNA aille cibler une autre
séquence que celle contre laquelle il est dirigiet(eoff-target’). En limitant cet effet ‘off-

target’, ces ségquences présentent aussi une meibéficacité dans le temps.
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Selon ce principe nous avons récemment choisi devatles séquences siRNA
dirigées contrepea3 et erm (SMART Pool Dharmacon) dans le but d’obtenir diéfits
siRNA efficaces et fonctionnels permettant de cdefocertains résultats obtenus et d’en
compléter d’autres. Il est maintenant reconnu quealidation des effets des siRNA doit étre

contrblée en comparant au moins 2 séquences siRINggne ciblé.

Parmi les séquences testées, 2 séquences sur @ntprésune bonne efficacité
d’inhibition pour pea3 comme pourerm Ces séquences offrent ainsi la possibilité de
conforter les résultats obtenus jusqu’a mainterndonc de les utiliser dans des études

morphogénétiques ou dans les études de caradtamisias genes cibles.

En plus, des siRNA dirigés contegm et pea3 nous possédons des siRNA dirigés
contreer8l Les premiers tests de validation fonctionnellecde séquences ont été réalisés
mais ne donnent pas de résultats concluants, tHaligonucléotides performants en PCR.
Ces essais doivent étre poursuivis dans le butadegir obtenir des modeles cellulaires
d’inhibition de I'expression de ce facteur et dode tester son implication dans la
cancérogenéese d’une part et la morphogenése maendiairtre part.

Deux séquences shRNA pgoea3et une séquence shRNA parm ont montré leur
fonctionnalité dans des tests de transactivationsu I'expression endogéne et exogene
(apportées par le vecteur pTracer-Pea3 ou -Ernghdeun de ces deux facteurs. Pourtant,
exprimés de maniére constitutive et stable dansd#sgles cancéreuses murines ou dans les
cellules normales murines par l'intermédiaire datgar rétroviral pRetroSuper, ces sShRNA
permettent une diminution de I'expression de I'ARNMepea3de 60% et dermde 50% au
maximum. Le vecteur rétroviral ou les séquences ARBIférentes utilisés dans ce cadre ne
semblent donc pas optimaux pour permettre une sgjmre massive de I'expression des
facteurs Pea3 et Erm. Différentes hypotheses ptameat’expliquer ces taux de répression

partiels peuvent étre avanceées :

- la production des siRNA dans les cellules est fisarite et ne permet pas de saturer
les séquences cibles. Le promoteur contrélantdastription des séquences shRNA est le
promoteur H1 (promoteur de 'ARN H1, composant deRINAse P). Ce promoteur est un
promoteur humain de type ARN polymérase lll, quasatilisons dans un modéle murin, et
qui pourrait donc ne pas étre de fonctionnaliténogle. Une solution alternative que nous
avons envisageée serait de remplacer ce promotebr@dRIll H1 par un promoteur fort ARN
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pol Il (type CMV). Un vecteur concu sur ce principepermettant la transcription de petits
ARN par un promoteur de type ARN pol Il est maimteincommercialisé : le pSilencer-CMV
(Ambion). Nous avons réalisé le clonage d'une sBageeshRNApea3 dans ce vecteur
plasmidique et testé la fonctionnalité de la séqagrar des tests de transfection transitoire
mais sans résultats concluants. Une autre solaéaait de tester un autre promoteur ARN pol
Il (U6 ou U1l) murin. Une derniere solution consiatea changer de systeme viral, comme
par exemple en passant par des lentivirus quigmmius pour étre efficaces avec des shRNA
(Snove and Rossi, 2006).

- les séquences sous forme shRNA ne sont pas opsimmdar une inhibition
conséquente. Il faudrait alors envisager I'utiisatde nouvelles séquences shRNA dirigées
contreerm ou pea3 En effet, depuis que nous utilisons ces sShRNAR@IB, les algorithmes
permettant la conception de ces séquences ontdéwablement évolué. A I'époque, la
sélection des siRNA se faisait empiriquement efbasant sur la connaissance des siRNA
naturels (Elbashir et al., 2002). Nous envisagetmrs de concevoir de nouvelles séquences
shRNA par ces nouveaux algorithmes. Une derniessipitité envisagée serait d’utiliser des
shRNA dont la structure est basée sur celle desNAiRaturels. En effet, des miRNA
artificiels ont été utilisés et semblent étre te¥caces pour permettre la répression de
I'expression des genes (Chang et al., 2006). Sprioeipe, I'équipe de Hannon a congu une
librairie de shRNA mimant la structure des miRNAnslaun vecteur rétroviral pSM2

contenant un promoteur U6 (Figure 70). Ce prinpiperrait donc étre utilisé dans notre cas.

miRNA primaire: mir-30 endogéne

Drosha

5= e, —— 9Ceace & RN

= ———— .
¢~ ==090v¥onno Y30, gnr\awja?v}nvannnnunvnn_nnpvnnnnm;_’ QAB. 5?7
E Saw

mir-30 context mir-30 sequence mir-30 loop

Design de shRNA'

Drosha

A XA ARTTTA a3
. uCAGcoRy e}

T T¥0590N, & ¥a?
L e
T
mir-30 context antisense sequence of shRNA mir-30 loop

Figure 70 : Structure d’'un sShRNA™ comparée au miRNA primaire.
D’aprés www.openbiosystems.com
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La mise au point de modéles de cellules exprimanndniére constitutive des ARNs
interférents avec une inhibition d’environ 90% devrpermettre d’effectuer d’autres
manipulationsn vivo. D’'une part, pour confirmer I'effet des facteuts groupe PEA3 dans la
formation de tumeurs en souris immunodéficiented,autre part, pour permettre d’étudier le
réle des facteurs du groupe PEA3 dans les mécasisimdormation d’'un arbre épithélial

mammaire.

II- Roles potentiels des facteurs du groupe PEA3 dans
les cellules mammaires cancéreuses

1- Les facteurs de transcription Pea3 et Erm ont un
effet pro-prolifératif

Nous avons pu montrer par l'utilisation de siRNAI @hRNA) dirigés contrpea3ou
ermque la répression de I'expressionmia3et erminduit une diminution des capacités de
prolifération des cellules. Les facteurs Pea3 et Eemblent donc impliqués dans le contréle
de la prolifération des cellules cancéreuses erosgortant comme des facteurs permettant

'augmentation du potentiel de prolifération.

Le role des facteurs du groupe PEA3 dans la régulate la prolifération a déja été
suggéré dans difféerents modéles expérimentaux.fiety dans des cellules cancéreuses du
cblon, la transfection par des siRNA dirigés conpea3 entraine une inhibition de la
croissance de ces cellules (Moss et al., 2006).sXs tumeurs de cancer du sein, une
corrélation a été montrée entre I'expression ARNpda3 et celle de khntigene MKI67
marqueur des cellules en prolifération (Biechelgt2®04). Par I'utilisation d’'un dominant
négatif du facteur Erm, il a été montré, chez larisp qu’au cours du développement des
crétes neurales, le facteur Erm est impliqué danmdlifération des cellules qui adoptent un
devenir glial (Paratore et al., 2002). D’autre peetrtains génes démontrés comme cibles des
facteurs du groupe PEA3 sont aussi connus pour igimiqués dans la prolifération
cellulaire,HER2/neu(Xing et al., 2000)muc4(Fauquette et al., 2005; Perez et al., 2003) ou
WT1(Discenza et al., 2004).

Une corrélation positive a aussi été montrée elfgsgression de lacycline D1 et

'expression dgea3etermdans différents tissus, tumeurs ou lignées célkdaCette étude
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a eté realisée par PCR en temps réel (Galang,204l4). Dans nos modeles cellulaires de
modulation de I'expression des facteurs Pea3 et, Erous avons mis en évidence une
régulation positive du gérmycline D2et du géne55 par ces facteurs. Les Cyclines D1 et
D2 sont importantes pour le passage de la trandgit'S au cours du cycle cellulaire et donc
pour la croissance des cellules. Le facteur{i&st lui aussi impliqué dans la régulation du

cycle cellulaire au niveau de la transition métaati@naphase, lors de la mitose.

Dans le cadre de la mise en évidence des genes abk facteurs Pea3 et Erm dans
notre modele de cellules cancéreuses mammairaseagrl’ expression de ces facteurs, nous
avons recemment mené une étude comparative dwtifatosne de ces cellules par utilisation
des puces a ADN Mouse Genome Survey MicroarraylidgBiosystems. Parmi les géenes
cibles identifiés (mais non encore validés), s@ttouvés de nombreux génes connus pour
exercer un role dans la prolifération. Nous pouvoiter parmi ces genes, le gene codant
FGFR1, le récepteur au FGF, et le gene codantalairgt, dont I'expression est activée par le
facteur Pea3. Le FGF permet une régulation positeela prolifération cellulaire en
particulier dans les cellules épithéliales (Bodglyal., 2000). La Stanine est impliquée dans la
régulation du cycle cellulaire et dans la croissamellulaire de cellules endothéliales
(Billingsley et al., 2006). Le gene de la Sestrig8sort de cette étude comme étant réprimé
par le facteur Pea3. Cette molécule induite par ggiesponsable d’'un arrét dans le cycle.
Enfin, un certain nombre de génes codant des Hppraissent régulés positivement par le
facteur Pea3. Ces Hsp, et Hsp90 en particulierrceré un role dans la régulation de la
croissance cellulaire, en stabilisant des molécug®rtantes pour ce mécanisme (Whitesell
and Lindquist, 2005).

La régulation, selon notre analyse, de ces diftéréacteurs connus pour jouer un role
dans la prolifération et d’autres ayant un rdlesphu moins établi dans la prolifération
cellulaire (cf tableaux 19 et 20) permet denvisagge l'effet de modulation de la
prolifération cellulaire que nous avons observé sdaros modeles de répression de
'expression des facteurs Pea3 et Erm, pourraifage au travers de l'activation ou la
répression de ces genes. Toutes ces données vanliedgens de I'activité pro-proliférative de

ces facteurs dans nos modeéles cellulaires.

Néanmoins, une publication récente va au contdgrees données (Yu et al., 2006).
Ces travaux montrent que la surexpression ectoglgudacteur de transcription Pea3 dans des
lignées de cellules cancéreuses du sein empédameisgance cellulaire et bloque les cellules

en phase G1. Cette étude est I'une des rares étudéso allant dans le sens d’une activité
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anti-tumorale du facteur Pea3, mais surtout laessendntrant un effet anti-prolifératif de ce

facteur.

2- Les facteurs de transcription Pea3 et Erm ont un
effet pro-migratoire et pro-invasif

Nous avons pu montrer un effet des facteurs ErmPezt3 dans la migration des
cellules cancéreuses mammaires murines. En effetsikRNA (ou shRNA) dirigé contre
chacun de ces deux facteurs du groupe PEA3 inhibéacbn dramatique la capacité de
migration a travers une membrane microporée de cedlsles. Dans d’autres modéles
cellulaires et en utilisant d’autres technologiae §ARN interférence, il a pu étre montré que

le facteur de transcription Pea3 est impliqué demphénomeénes de mobilité cellulaire.

La mobilité des cellules MCF-7 (cellules cancérsusgammaires) ou NSCLC
(cellules tumorales de poumons) est augmentée dUld@eurexpression de maniére ectopique
du facteur de transcription Pea3 (Hiroumi et alQP, Kaya et al., 1996). Dans les cellules
NSCLC, le facteur Pea3 régule la capacité de mdgrade ces cellules en activant la voie
Rho/ROCK.

L’expression d'un dominant négatif du facteur Pe®s des cellules de tumeurs
orales HSC3 entraine une diminutionvitro de la capacité invasive de ces cellules en gel de
collagéne (Hida et al., 1997a) ou a travers une lmane microporée recouverte de
Matrigel® (Hanzawa et al., 2000).

Le facteur de croissance HGF/SF est bien connu gouar implication dans les
mécanismes de migration cellulaire. Différentesri@ms montrent une inter-relation entre les
facteurs du groupe PEAS3 (et Pea3 en particulield gbie de signalisation de 'HGF. L'HGF
augmente lI'expression (de maniere dose-dépenda@pa3dans le modéle cellulaire HSC3
précité et n'est plus capable de générer les effiégsatoire et invasif pour les cellules dont
I'expression du facteur Pea3 est réprimée (Hanzvah, 2000). De méme, la stimulation de
la voie de signalisation HGF potentialise I'actisat de Rho/ROCK sous le contréle du
facteur Pea3 (Hakuma et al., 2005).

Le géne codant 'HGF fait partie des genes domipfession est montrée comme étant
régulée positivement par le facteur Erm dans |lgseeances utilisant les puces a ADN
Applied Biosystems.
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Ces différentes données semblent indiquer un ligsité&e régulation entre la voie
HGF et les facteurs Pea3 et Erm, permettant d’inediimbrication de ces facteurs dans les

événements morphogénétiques que nous avons pwebdans nos modéles cellulaires.

Nous avons montré I'importance de l'effet de lareSgion de I'expression des
facteurs Pea3 et Erm dans les cellules mammairemesucancéreuses, sur leur capacité a
envahir un gel de collagene et a s’organiser an deice gel. Cet effet peut étre di a une
association de plusieurs événements. En effet, powahir un gel, qui représente une

structure en trois dimensions, et s’y organisdféints processus entrent en jeu :

- la prolifération,

- la migration,

- I'invasion,

- la modulation de I'adhérence cellulaire.

Nous avons déja discuté de I'importance des fastelur groupe PEA3 dans les
mécanismes de prolifération et migration. Nous pmgvsupposer d’apres nos résultats que
les facteurs Pea3 et Erm pourraient aussi étreiqogs dans la régulation des événements

conduisant a I'invasion cellulaire.

L’implication du facteur Pea3 dans les phénomériewasion a déja été envisagée
par d’autres études. La surexpression de manienstitdive du facteur Pea3 dans des
cellules mammaires cancéreuses non métastatiquiesdefére des propriétés invasives dans
des testsn vitro et suite a I'injection dans des souris immunodeéfites (Kaya et al., 1996).
La surexpression du facteur Pea3 dans des cetlelésmeurs du poumon entraine aussi une
augmentation du potentiel de migration et d’'invagidiroumi et al., 2001; Zhu et al., 2005).
Diverses études menémsvitro comme invivo avec des dominants négatifs du facteur Pea3
montrent une diminution du potentiel invasif deutes (Hanzawa et al., 2000; Hida et al.,
1997a; Horiuchi et al., 2003). Enfin, une étudecrde menée dans des cellules tumorales du
colon montre que ces cellules transfectées paiiRINAs dirigé contrepea3ont un pouvoir
invasif moins important que les cellules transfest@ar un siRNA contréle (Moss et al.,
2006).

Différents genes montrés comme cibles du facte@3Re des autres membres du
groupe, confortent I'idée de I'implication du fagtePea3 dans ces phénomeénes de migration

et d'invasion.
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Tout d’abord, les métalloprotéases, protéines igugles dans la digestion de la
matrice extracellulaire, et donc dans les phénomeélfiavasion et de métastases, ont été les
premiéres molécules a étre mises en évidence coailohes potentielles des facteurs du
groupe PEAS (Bosc et al., 2001; Crawford et alQ122(Habelhah et al., 1999; Higashino et
al., 1995; Izumiyama et al., 2005; Lynch et al.020 L’expression de ces molécules est
souvent corrélée a I'expression piea3dans des tumeurs (sein, oral, colorectal) ou iefifiss
(ovarienne ou mammaire) (Tableau 7) (de Launoilget2006). On peut aussi noter qu’en
parallele de I'acquisition ou de la perte du phgpetinvasif des cellules lié a la modulation
de l'expression du facteur Pea3, on observe un&twar de lI'expression de certaines
métalloprotéases, comme la MMP-9 (Kaya et al., 1;986MMP-1 ou la MMP-3 (Hida et al.,
1997a). L'expression dEMMPRIN (inducteur des métalloprotéases), est aussi éerral
'expression dgea3dans des effusions ovariennes (Davidson et aD4&2)0 Le facteur Pea3
peut réguler la transcription dehéparanase(Lu et al., 2003), gene codant une molécule

impliquée dans la dégradation de la matrice extiidage.

En marge de ces molécules, d’autres genes assolddermation de métastases, ou a
linvasion, ont été décrits comme cibles des fastalu groupe PEAS3. On peut citetuc-4
(Perez et al., 2003ppn (El-Tanani et al., 2004x0x-2 (Howe et al., 2001; Liu et al., 2004)
qui sont régulés par ces facteurs dans des cellmasmmaires. La Mucine-4 régule
négativement l'adhérence cellule-matrice extratalie et cellule-cellule. De plus, une
diminution de I'expression dauc-4entraine une diminution de la croissance tumarahlies
métastases dans des cellules de mélanomes ouatr danpancréas (Andrianifahanana et al.,
2006). L'Ostéopontine est une molécule clé dansrdgression tumorale et la formation de
métastases, en particulier pour le cancer du €2@st une glycoprotéine sécrétée qui régule
les interactions cellule-matrice extracellulairdasignalisation cellulaire par sa liaison aux
intégrines et au récepteur CD44 (Wai and Kuo, 20Q4X-2 est une molécule de la voie de
biosynthése de l'acide arachidonique. La surexjpresde ce facteur est associée a une
augmentation du potentiel invasif (Telliez et &€006). On retrouve aussi des genes
potentiellement impliqués dans les phénomenes iiisvaa métastatiques comme cibles du
facteur Pea3 comme tavéoline-1(Kathuria et al., 2004) ogalTl (Zhu et al., 2005), dans

des cellules pulmonaires.

L’étude par puces a ADN menée sur les cellules MMitées par des siRNA dirigés
contreermou pea3a mis en évidence un certain nombre de génesguogdidans la migration

ou l'invasion des cellules cancéreuses. L'expresdmla Serpine B2, un inhibiteur de 'uPA
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serait réprimée par le facteur Erm, tandis quepfegsion de la Follistatine, un inhibiteur de
I'Activine serait réprimée par le facteur Pea3. $arpine B2 va avoir un effet protecteur
contre les métastasefm son effet inhibiteur d’'uPA, une protéase qui pdrome meilleure
dissémination des cellules dans le contexte méigsta(Medcalf and Stasinopoulos, 2005).
Le facteur Activine est connu pour son implicatdans le développement, mais aussi en tant
gue suppresseur de tumeurs, a travers son effedragiogénique (et I'effet pro-angiogénique
de la follistatine) (Krneta et al., 2006).

Notre étude révéle que le facteur Erm activeraxpression denage@, qui est un
géene marqueur du statut métastatique et que leuia&tea3 activerait I'expression das2
tspanldet I'eps8 Si I'on ne connait pas le réle du facteur Tspahdgltétraspannines ont un
réle dans la structure cellulaire, la migrationldeire et l'invasion (Hemler, 2005). La
hyaluronane synthétase agit sur la prolifératian,migration et l'invasion des cellules
cancéreuses (Cook et al., 2006; Udabage et al5a200dabage et al., 2005b). Eps8 va
pouvoir induire un comportement métastatique eivaat la voie Rac (Funato et al., 2004) et
va réguler la mobilité cellulaire en agissant sActine (Disanza et al., 2004).

Parmi les molécules importantes dans les mécanidamégsmorigenese, on peut citer
les intégrines, les molécules d’adhérence, lesléutkines et leurs récepteurs. Il faut noter
que différentes corrélations ont été faites ené® olécules de ce type (IL-8, intégrines, LR
67kDa...) et l'expression du facteur Pea3 dans degertumeurs, dont des tumeurs
métastatiques ou des effusions (Tableau 8) (Dawmi@$al., 2003b; Davidson et al., 2004a;
Davidson et al., 2004b). De plus, concernant leoubes d’adhérence, une étude récente a
montré que la surexpression du facteur Pea3 dassceltules épithéliales entraine une
augmentation de I'expression des géwmisentineou defibronectine et une répression de

I'expression dd=-cadhérineou defs ouy caténinglUpadhyay et al., 2006).

Nous avons pu mettre en évidence a l'aide des pacesDN, des molécules
impliquées dans I'adhérence des cellules, donplession est activée par les facteurs du
groupe PEA3. Parmi ces molécules, on trouve la &auh 17, un marqueur de mauvais
pronostic dans les cancers gastriques. A contrdeofacteur Pea3 pourrait réprimer
'expression de Vcam et de Dscam, deux moléculesii@rence cellule-cellule, et du

procollagene, une molécule d’adhérence non carséger

Tous ces éléments confortent I'implication des déasteurs Erm et Pea3 dans la
migration et I'invasion cellulaire et laissent soppr que cette régulation passera notamment

par I'intermédiaire des différents genes identifiés
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3- Les facteurs de transcription Pea3 et Erm
influencent la formation de tumeurs /7 vivo

Nous avons pu montrer que les tumeurs issues digeseexprimant de maniéere
stable des ARN interférents dirigés congren et pea3(ou les deux) se développent moins
rapidement que les cellules cancéreuses témoinds apjectionin vivo a des souris
immunodéficientes. Nous confortons ainsi les eftdtserves lors des études menéestro,

a savoir que la répression de I'expression degdastErm et Pea3 entraine une diminution
des processus conduisant a la formation tumoratgifgration, migration et invasion) ce qui

est reflétén vivo par une diminution de la croissance tumorale.

L’inhibition de la formation des tumeurs n’est nganns pas totale. Ceci pourrait étre

expliqué de deux facons :

- par le taux de répression des facteurs Erm €2 Baas les cellules utilisées pour le
test, qui n'excéde pas 50%. Les tastvitro effectués avec ces cellules nous montrent que
nous obtenons les mémes effets avec ces celluleta(prolifération et la migration a travers
une membrane microporée) qu’avec les oligonucléstidiRNA, mais de facon moins
marquée,

- par le fait que les facteurs Erm et Pea3 songtizaents importants de ce processus
mais pas essentiels et qu'ils participent a cett effec d’autres facteurs.

L'utilisation de nouvelles séquences shRNA, ou laemau point de [l'utilisation de
petits siRNA en injection directe dans la tumewayrdit nous permettre de distinguer entre

ces deux propositions.

Les tumeurs formées chez la souris a partir déérdiftes lignées de cellules injectées
évoluent vers un processus métastatique et desstasta se sont formées au bout de
'expérimentation, notamment au niveau du foie e&s dooumons. L'apparitition des
métastases semble moins importante dans les $oj@dsées avec les cellules pour lesquelles
'expression des facteurs Pea3 et Erm est répr{a@@nées non montrées car préliminaires).
Ces constatations devront étre éprouveées par wlgsarplus complete des ces métastases au

niveau des organes touchés.

Des étudedn vivo ont déja été menées avec des cellules surexprimdatteur Pea3
(cellules de cancer du sein ou de cancer du poynebnpontrent une augmentation de la

croissance tumorale et des métastases (Hakuma, @08b; Kaya et al., 1996). De méme,
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'expression d’'un dominant négatif du facteur Pekhs des souris transgéniques pour

HER2/neuetarde I'apparition de tumeurs mammaires (Shepbeal., 2001).

La présente analyse par puces a ADN de génes ségiuig ou moins par les facteurs
Erm et Pea3 suite a la transfection par des siRMi§és contreerm ou pea3,a permis de
mettre en évidence quatre genes suppresseurs @eirsim vivo le géne du locus 210457
(homologue du gengesting, mobkld qui intervient dans linhibition de la croissance

tumorale, le géne du locus 435791 (homologue de gédant l'interférorf et le gengcgf2

Ces différentes données confortent I'idée de liogilon des facteurs du groupe
PEA3 dans les processus conduisant a la mise ee plal’évolution d’une tumeur. Des
études complémentaires devraient permettre d’appddr le niveau de leur implication et

notamment au cours de I'évolution métastatique.
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IIT- Mise en évidence de nouveaux génes cibles des
facteurs du groupe PEA3

Une premiere étude utilisant des puces a ADN (Atlhsviouse cDNA Expression
Arrays) avait permis de mettre en évidence huiegeotentiellement régulés par les facteurs
du groupe PEA3, codant essentiellement des mokaulgliquées dans la régulation du cycle
cellulaire ou de I'apoptose. Nous nous sommesasgrs a la régulation de trois d’entre eux :
les génedax, cycline D2etp55

1-Le gene bax

a- Le promoteur du géne bax, un nouveau mode de régulation pour les
facteurs du groupe PEA3
Nous avons pu mettre en évidence la régulation doedpax tant au niveau
transcriptionnel que traductionnel dans des cdluteammaires normales surexprimant les
facteurs de transcription Erm ou Pea3, ou danselédes dont I'expression du facteur Pea3
est diminuée par ARN interférence. C’est la premi@is qu'un membre de la famille Bcl-2

est désigné comme cible des facteurs du groupe PEA3

Nous montrons que les membres du groupe PEA3 spabtes de transactiver le
promoteur du génbax que ce soit au niveau du promoteur de pleine leagou au niveau
d’'un fragment minimal de 100 pb en amont du codonit@tion de la traduction. Des
séquences EBS potentielles sont retrouvées ledenig séquence promotrice du gédrae
mais plus a partir du fragment de 162 pb (PMBax$ablous nous sommes basés sur ce
fragment pour mettre en évidence le mécanisme atesdctivation par les facteurs de la
famille PEA3. Nous avons alors montré que le facBea3 comme Erm nécessite le facteur
de transcription USF-1 pour exercer son activingactivatrice. En effet, les facteurs
Pea3/Erm et USF-1 coopérent pour transactiverrggrfents de promoteur du géoex de
162 et 100 pb. Linteraction entre les deux factduSF-1 et Pea3 avait déja été documentée
précédemment (Greenall et al., 2001). Néanmoinsljffarence réside dans le cas présent,
dans le fait que pour le promoteur du géae la liaison du facteur Pea3 a 'ADN n’est pas
nécessaire. A l'instar de I'équipe de A Greenallisravons pu montrer que les facteurs Pea3

et USF-1 interagissait bien dans notre modele legiéu
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Enfin, nous avons pu prouver par la technique dardesur gel la formation d’un
complexe ternaire ADN/ Pea3/ USF-1.

Différentes études avaient déja montrés I'implmaties facteurs Ets et USF-1 dans la
régulation de promoteurs en se liant a leur sgpeaetif (E-box et EBS). Par exemple, Etsl et
USF-1 interagissent au niveau du LTR du virus HR/tgpe 1 (Sieweke et al., 1998), du
promoteurBRCA2(Davis et al., 1999) ou du promoteurrégepteur au mannog&gan et al.,
1999).

Dans la littérature, des cas similaires de régutatranscriptionnelle sans liaison a
'ADN ont déja été documentés. Par exemple, Oabyiné un complexe avec un élément
CREB, qui lie son élément de réponse au niveauamgteur du géne de la Cycline D1, mais
sans requérir la liaison de Oct-1 a 'ADN (Boulana¢, 2002). Ce modéle existe aussi au
niveau du promoteur du gebel-2, qui est lui régulé par les facteurs Cdx et C/BEB, la
liaison a 'ADN ne s’effectuant qu’au niveau duesiixé par Cdx (Heckman et al., 2003).
Enfin, Howe et al, qui ont montré la surexpressiarfacteur Pea3 en réponse a une activation
de la voie Wnt-1 pour transactiver le geox-2 émettent la possibilité que le facteur Pea3
puisse lier les protéines C/EBP au niveau du skdld sans liaison a ’'ADN (Howe et al.,
2001).

Nous avons donc mis en évidence un nouveau modeéguéation de la transcription
par des facteurs de transcription appartenantfanéle ETS, sans liaison directe a I'ADN
mais par l'intermédiaire d’'un autre facteur de s@iption, dont une schématisation est

présentée dans la figure 71.

PEA3

@

—-

Transcription du gene bax

Figure 71 : Mécanisme de régulation de la transcrifion du génebax par les facteurs du
groupe PEAS.

D’apres (Firlej et al., 2005).

Le facteur Pea3 agiia USF-1 et les sites E-box pour transactiver le mteer du géndax sans sa
propre liaison a 'ADN.
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b- La régulation de I'expression du gene bax, un rdle des facteurs
Pea3 et Erm dans |'apoptose?

Bax est une protéine issue de la famille Bcl-2 deatmembres sont connus pour étre
des acteurs des voies de l'apoptose. Cependanteledes TAC exprimant de maniére
constitutive les facteurs Erm et Pea3, ne présemas une induction plus importante de
'apoptose. Une hypothése serait que Bcl-2 semadussi régulé, ne modifiant dés lors pas la
balance Bcl-2/Bax, qui agit sur les voies de I'apsp. Cependant, nous n’avons pu mettre en
évidence aucune modification de I'expression akauivARNmM debcl-2 dans notre modéle
cellulaire. Néanmoins, nous pouvons supposer qase das cellules mammaires normales, la
protéine Bax pourrait avoir un autre réle que liintion de I'apoptose mais plutét un réle
dans linvasion, la migration ou la prolifératioayénements associés aux modifications
phénotypiques observées dans les modeles celkitint I'expression des facteurs PEA3 est
modulée, décrits précédemment. A I'heure actuetldférentes données permettent
d’'imaginer un réle dans ce sens. Wigkal ont montré que Bcl-2 promeut la migration et
l'invasion de cellules gliomales (Wick et al., 1998n autre travail définit une nouvelle voie
pour la migration de ces cellules sous controléHi@&F qui requiert des différences dans la
balance Bcl-2/Bax (Wick et al., 2001). De plus,-Bgbeut avoir un réle dans I'invasion et la
formation de métastases en induisant I'expresseola dMMP-2 (Choi et al., 2005). En ce qui
concerne la prolifération, différentes donnéesmantré que des molécules pro-apoptotiques
comme Bax, Bad ou Bid possédent une fonction potifprative alors que des molécules
anti-apoptotigues comme Bcl-2 ou Bcl-XL posséderd tonction anti-proliférative (Cory et
al., 2003; Yin, 2006). Bcl-2 agirait en affectaatttansition GO-G1 et donc la pré-phase S,
tandis que Bid agirait au niveau de la transitio?&/M& Concernant Bax, il a été montré
recemment que Bax réverse l'effet anti-proliférateé la molécule Bcl-2 dans des
lymphocytes T (Cheng et al., 2004). On pourraitaonaginer que c’est cet effet qui serait

favorisé dans notre cas.

La présente analyse par puces a ADN des géneséségubpartir de modéles de
répression de I'expression de Pea3 et Erm a pelenisettre en évidence de nhombreux genes
impliqués dans I'apoptos®l{c3 ei24, tnfsf7, phlda3, fas, Trp53inplou pouvant aussi avoir
un role dans l'induction ou l'inhibition des phénénes apoptotiques (Tableau 19 et 20). Ces
molécules, toutes pro-apoptotiques, sont surexgsmdans les cellules MMT apres
transfection par un siRNA dirigé contp®a3 ce qui pourrait indiquer que le facteur Pea3
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pourrait avoir un réle potentiel dans l'inductioa Bapoptose, réle que nous n’avons pas pu

mettre en évidence dans les expérimentations affestjusqu’alors.

2- Les génes cycline D2 et p55*

a- Les facteurs du groupe PEA3 régulent la transcription des génes
cycline D2 et p55cdc
Nous avons pu montrer que les facteurs du groupE3FR6nt capables d’activer la

transcription des génesycline D2 et p55 (démonstration effectuée jusqu’a maintenant
uniquement pour le facteur Pea3 pour le gg"). En effet, nous observons une régulation
de l'expression au niveau transcriptionnelle de desix géenes dans des cellules ou
I'expression des facteurs Pea3 ou Erm est soit antfe de fagcon constitutive, soit réprimée
par ARN interférence.

Par l'étude de leur promoteur respectif, nous avgns montrer [lactivité

transactivatrice de ces facteurs.

* Les facteurs PEA3 transactivent le promoteur du géne cycline D2

Deux séries de clonage du promoteur du gaméine D2, différant de 175 pb, ont été
réalisées : série 1 (625, 433 et 306) et série 5D,(258, 132 et 64). Les facteurs de
transcription Pea3, Erm et Er81 sont capables alesactiver ces constructions promotrices
d’un facteur 4 en moyenne pour la série 1 et damefur 4 a 8 pour la série 2. Le fragment de
64pb ne présente pas d’activité transcriptionnelle. travail a été poursuivi sur les
constructions de la série 2 qui présentent ungitictie transcription basale supérieure a celle

de la série 1, de méme qu’un niveau de transaittivatus éléveé par les facteurs PEAS.

Le fragment de 132 pb (série 2) montre la préseecegeux sites de liaison potentiels
pour les facteurs du groupe PEA3. La mutation thulsiplus proximal (mt2) a montré que ce
site ne semblait pas étre nécessaire pour la thvation par le facteur Pea3. La mutation du
site EBS en position plus distale dans ce fragméaiitraine qu’une faible diminution de la
transactivation liée au facteur Pea3. L'effet esttaut visible sur l'activité basale du
promoteur. Deux hypothéses peuvent étre formuléegremiere hypothése est la non-
fonctionnalité de cette mutation liée a la fortghasse en GC de ce fragment de promoteur, et
impliguant une liaison moins forte, mais toujoucsgible des facteurs du groupe PEA3. Nous
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pourons effectuer une autre mutagenese en modiéiasite EBS de facon plus drastique afin
de valider cette hypothése. La deuxieme hypothsatsgue le facteur Pea3, comme dans le cas
du promoteur du génieax (Firlej et al., 2005) ou de leox-2 (Liu et al., 2004), agirait par
intermédiaire d’'un autre facteur, comme c-JunceMyc, que I'on retrouve tous deux dans
le fragment promoteur 132 pb, avec ou sans saltiaas’ADN. On peut méme supposer que
la liaison & '’'ADN pourrait se faire par le site NIE6 présent dans ce fragment, comme cela a
pu étre supposé pour la transactivation du promatedacox-2(Howe et al., 2001).

Néanmoins, le fragment de 258 pb du promoteualine D2 présente une activité
transactivatrice basale plus importante que lenfixg de 132 pb et la transactivation par les
facteurs PEAS3 est aussi plus importante que danadealu fragment plus petit. Il serait donc
intéressant d'étudier plus précisément les trotessEBS, situés dans ce fragment de

promoteur en amont du fragment de 132 pb.

D’autre part, il sera intéressant de chercher anmol'interaction physique entre le
facteur Pea3 et 'ADN au niveau des différentsssde fixation par des techniques de retard

sur gel ou d'immuno-précipitation de la chromatine.

o Les facteurs du groupe PEA3 transactivent le promoteur du géne p55°%

Nous avons montré la régulation au niveau transeripel du géng55% dans les
cellules dont I'expression derm et pea3 est modulée par surexpression ou répression par
ARN interférence. Nous avons alors entrepris daatariser cette régulation au niveau de son
promoteur. Nous avons donc cloné différents fragmen promoteup55% de rat, dans un
premier temps, car seule la séquence du promotetatdtait disponible dans les banques de
données, puis murin, dans un second temps, gracdannées publiées du génome murin.
Pour le promoteur de rat, nous avons cloné cimgnients de 576 pb a 93 pb (576, 292, 210,
106 et 93). Nous mettons en évidence une transdictivpar les membres du groupe PEA3
des différents fragments de ce promoteur, de 578 pB6 pb en amont du site d'initiation de
la traduction. Le fragment de 93 pb n’est pas tatige par les facteurs PEA3. Nous avons
cloné les fragments équivalents pour le promoteurinm(319, 210 et 106). En plus de ces
fragments, et étant donné le positionnement des pittentiels d’initiation de la transcription,
nous avons cloné des fragments de délétion plugsien 5’ de 192 pb (511, 402 et 300).
Nous montrons que comme pour le promoteur de eatfatteur Pea3 est capable de

transactiver tous les fragments de promoteur aslis
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La recherche de sites de fixation pour les fact&liS au niveau du promotepB5®
de rat a permis de mettre en évidence la présenceEBS en position -74 par rapport a
I’ADNC le plus long décrit pour le rat (CK47403%)a mutation de ce site dans le fragment de
106 pb entraine une diminution de l'activité basddece promoteur et bloque la capacité de
transactivation par le facteur Pea3. Nous avonsquidirmer cette hypothése en utilisant un

fragment de délétion de 93 pb ne contenant pluEB&t

La comparaison des séquences promotrices de ratoulés et humaine permet de
mettre en évidence une conservation inter-especeedsite, soulignant son importance
potentielle. Le fragment de 106 pb qui contient E&S, est le plus petit fragment du
promoteur dep55% de souris toujours transactivé par les facteursgchupe PEA3. La
mutation de ce site pourra étre entreprise de lanenéaniére que dans le promoteur de rat
pour évaluer son importance dans l'activité tratigatrice du facteur de transcription Pea3. |l

serait aussi intéressant de construire le fraguhetélétion ne contenant plus ce site.

Des études en retard sur gel ou en immunoprédpitaie la chromatine devront étre
envisagées, pour prouver l'interaction physiquefatiteur de transcription Pea3 a I’ADN et
permettrent de compléter la caractérisation dégalation du promoteur dg55* de souris

par les facteurs du groupe PEA3.

b- Le facteur Pea3, un facteur pro-prolifératif via la régulation de
I'expression des génes cycline D2 et p55°?
Nous avons pu mettre en évidence la régulationiean transcriptionnel des deux
génescycline D2 et p55, qui codent chacun pour une protéine impliquéesdancycle

cellulaire.

Actuellement peu d’élémentssont connus en ce qocame le géng55% et sa
protéine associée. Néanmoins toutes les informatammnues tendent & montrer que cette
molécule est importante dans la régulation du cyelkulaire. La protéine p5% est une
protéine homologue de Cdc20/SIpl chez la levuréFiaay chez la drosophile. p%8 est
exprimé que ce soit au niveau transcriptionnel centraductionnel a partir de la phase S
avec un pic en G2/M, pour ensuite étre dégradét@aiesition M/G1. Cette protéine va étre
requise pour la transition métaphase/anaphasestllee effet connu que p%5 est un
activateur de 'APC (Anaphase Promoting Complexi), \@ pouvoir directement lier TAPC

et ainsi activer la fonction d’'ubiquitination degtines (Fang et al., 1998). On peut noter que
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dans des cellules myéloides, (5% des effets pléiotropiques, comme une augmentao
I'apoptose (dans le cas ou la voie de I'apoptog@&par le sevrage en sérum et facteurs de
croissance est activée), une entrée prématuréeetlates en phase S et une inhibition de la
différenciation en granulocytes par le G-CSF. Dgofaintéressante, le facteur [¥5emble

aussi étre lié a différentes voies apoptotiques dies cellules cancéreuses (Lin et al., 2003).

La protéine codée par le géngcline D2fait partie de la famille tres conservée des
cyclines. Ces membres sont caractérisés par unedjpié dans I'abondance des protéines
qui varient au cours du cycle cellulaire. Les ayes$ fonctionnent comme des régulateurs des
kinases CDK. Les différentes cyclines exhibent exyression différentielle et des patrons de
dégradation qui contribuent a la coordination dartemps de chaque événement au cours du
cycle cellulaire.

Dans la famille des cyclines, la Cycline D1 étajadconnue pour étre régulée par les
facteurs de la famille ETS. Les facteurs Etsl et2Esont capables de transactiver le
promoteur du géne de tycline D1 protéine importante dans la transition G1/S (Abse et
al., 1995; Fukuma et al., 2003). Comme cité aumargv’équipe de Galang avait déja pu
établir une corrélation entre I'expression deyaline D1et I'expression dpea3etermdans
des cellules normales ou tumorales mammaires (Gatal., 2004). De plus récemment, il a
été mis en évidence que le facteur PU-1 induisaxiptession de la Cycline D2 dans des
cellules leucémiques (Vicari et al., 2006).

La Cycline D2 forme un complexe avec CDK4 et CDI€6,agit comme une sous-
unité régulatrice de ces protéines, essentiellas p@ transition G1/S. L'inhibition de
I'expression de ce géne par recombinaison homolsgggére un réle essentiel au niveau de
la granulosa ovarienne et dans la prolifération adkiles germinales (Sicinski et al., 1996).
De plus, les souris déficientes pour la Cyclinedd2 des anomalies du cervelet (Huard et al.,
1999), empéche la prolifération des lymphocytet &81( et al., 2000; Solvason et al., 2000).
Par contre, des souriycline DI", cycline D2", cycline D3" se développent jusqu’au milieu
de la gestation et meurent d’anomalies cardiage@sapinées a une anémie sévere (Kozar et
al., 2004). Néanmoins, les fibroblastasline D2" issus de souris déficientes poucialine
D2 proliferent plus lentement par rapport aux ceulesus de souris sauvages (Bouchard et
al., 1999). On peut noter qu'une forte expressiencd géne est observée dans certains

(cancers ovarien, testiculaire, colique).

Le fait que le facteur de transcription Pea3 puisspiler I'expression de ces deux

genes cibles pro-prolifératifs va dans le sens dale du facteur Pea3 dans la prolifération
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cellulaire. Comme nous en avons discuté précédemmeieérentes données et génes cibles
mis en évidence confortent cette hypothese. De pluss avons pu montrer dans des cellules
mammaires cancéreuses que le facteur Pea3 estleatmbéguler la prolifération de ces

cellules.

3- Trois promoteurs et trois liaisons a I'ADN
proximales des facteurs PEA3

L’étude de la régulation des trois gérms p55% cycline D2tend & montrer que
dans ces cas, la transactivation par les facteutsadscription PEAS3 se ferait de maniére trés

proche du site d’initiation de la transcription.

En ce qui concerne le gebax les expériences d’extension d’amorce ont morare |
présence de plusieurs sites de transcription pgetergntre -26 et -69 pb par rapport au site
d’initiation de la traduction (Schmidt et al., 1999n ARNm de 831 pb est décrit pour ce

gene, qui commence a -44 pb du site d’initiatiomedigaduction.

Les expériences d’extension d’amorce effectuéetegumomoteur de laycline D2ont
montré la présence de sites d'initiation de ladcaiption en positions - 499, - 417, - 391, -
373, et - 349 par rapport au site d’initiation deriaduction (Jun et al., 1997). Par contre, les
diverses EST décrites pour ce promoteur sont Siteédre les positions -241 a -289 par
rapport au site d’'initiation de la traduction. Negériences supposent donc que la régulation
du promoteur du geneycline D2se ferait en position trés proximale par rappartsie

potentiel d’initiation de la transcription.

La position potentielle du site d'initiation dettanscription du géne dg55 ne peut
étre déduite que des ADNc décrits dans la banqueB&& ™. Le plus long ADNc décrit
présente une extrémité 5’ a -24 pb par rapporextrémité 3’ du fragment de promoteur
cloné dans le pGL3b. De la méme maniére, différé&ddNc murins ont été décrits, leur
extrémité 5’ remonte de -158 a -230 pb par rappdiextrémité 3’ du plus grand fragment
cloné (les ARNm étant décrits a -88 et -67 pb deeaextrémité 3’). Si I'on tient compte de
cette disposition, la régulation de la transcriptite ce gene par les facteurs du groupe PEA3

se fait aussi dans ce cas en position proximale apromoteur.
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Des séquences E-box et EBS proches du site dtinitiade la transcription sont
souvent décrites dans la littérature. En effet, EAgox est décrite en position -7, -2 par
rapport au site d'initiation de la transcription giéne de la Cathepsine B (Yan et al., 2003), de
méme qu’une E-box et qu’un site composite Ets/E@Rt setrouvés respectivement en

positions -18 et -58 au niveau du promoteur hurdaigeneBRCA2(Davis et al., 1999).

Parmi les génes cibles décrits a I'heure actuallarae étant régulés par les facteurs
du groupe PEA3, on peut remarquer que les sitesecsuels de fixation EBS sont
frequemment situés en situation proximale par retpgo site d’initiation de la transcription
(Tableau 10). On peut citer le promoteur du gerdacbla GGT IV (Lan et al., 1999) ou
'EBS est situé en -19, le promoteur du genénésiline(une EBS est décrite en position -10)
(Pastorcic et Das, 2003a) ou encore le promoteugete de la&ox-2en position -73 (Liu et
al., 2004).

Ces données de régulation dans les régions prossmags séquences promotrices,
pourraient étre en accord avec les études montjast les facteurs du groupe PEA3
pourraient faciliter la formation du complexe deéipitiation de la transcription. En effet, le
facteur Erm a été montré comme capable de se Ti&rI60, TAFII40 et TBP (Defossez et
al., 1997).

4- De nouveaux genes cibles pour les facteurs du
groupe PEA3 mis en évidence par une étude de puces a
ADN

Nous avons pu mettre en évidence de nouveaux gegeses par les facteurs du
groupe PEA3 grace a I'étude menée par puces a ABNs avons ainsi identifié 84 genes
régulés par le facteur Pea3 avec un seuil supé&iuet une probabilité de 99%, et 44 genes
régulés par le facteur Erm avec une probabilit®é3fé.

Les genes régulés suite a la transfection par RNAidirigé contreerm, méme s'ils
ont une tres forte probabilité, sont faiblementutég sur les puces a ADN. Une explication
vient du fait que trois échantillons différents ckdlules traitées par un siRNA dirigé contre
ermou par le siRNActrl ont été utilisés. Or dans ces différents caggu& te transfection des
différentes manipulations peut varier et donc lextd'inhibition aussi, ceci cause donc une
forte variance entre les échantillons utilisés,mput étre importante et peut ainsi diluer I'effet

observé sur les genes cibles. Nous avons néanmag®n évidence des genes qui sont
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régulés de facon statistiquement représentativenars la répression ou l'activation de ces
génes n’est pas trés importante. Le gémen’est pas retrouvé sur les puces a ADN utilisées,
nous ne pouvons donc pas Vérifier cette hypotHégecontre, poupea3 nous trouvons une

inhibition moyenne de 72% pour les différents édiians.

Nous pouvons noter que parmi les géenes régulésrpest pea3 un certain nombre de
génes qui ont été montrés comme étant régulés demsumeurs ou cellules tumorales

(Tableau 19), ce qui conforte l'idée d'un role ddsux facteurs Erm et Pea3 dans la

cancérogenese.
Geénes réprimés en parallele Génes surexprimeés dang
de la répression de certains cancers solideg
Erm fgfrl, hgf, maged2, igfrl
pea3 has2, cdhl7, eif3s8, fgfrl,
eps8, rras2, tral, ascl4

Tableau 19 : Genes régulés dans les cellules modedé@our I'expression depea3et erm et
surexprimés dans des cancers solides.

Certains de ces génes, comme ceux codant desraatgpliqués dans l'invasion, la
migration ou la prolifération, ont pu étre corrébs< aspects phénotypiques que nous avons
décrits auparavant pour les cellules dont I'expogsdes facteurs Pea3 et Erm est modulée, et

donc pourraient étre associés aux mécanismes in@slidans la tumorigenese.

En marge de ces molécules, il est intéressanttdesuxer plusieurs genes codant des
canaux. Méme si ces facteurs n'ont pas a prionidle qui peut étre relié directement aux
phénotypes décrits précédemment dans la littératuréans ce travail, il sera intéressant de
s’y attarder par la suite. On peut toutefois noige AQP3, une molécule servant au transfert
d’eau, en particulier au niveau de la peau, a étéité comme exprimée dans des cellules de
cancer du colon (Moon et al., 2003) et que leswania type Slc sont souvent décrits comme

régulés dans des cas de cancers par I'étude de puEeN.

Beaucoup de genes impligués dans le métabolismdigldes sont aussi mis en
évidence. Méme si avec les éléments connus jusauiides facteurs du groupe PEAS, il est
difficile de comprendre le réle de ces facteurssdé métabolisme des lipides, il sera
intéressant de s’en préoccuper. On peut noter @jumeodulation du métabolisme des acides
gras est impliquée dans différents processus camcéPar exemple, des protéines LRP (IdIr

related protein) sont des marqueurs de cancerseda @grogression tumorale (agissent par
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exemple sur les MMP) (Emonard et al., 2005), targlie ascl4 (dont I'expression est
réprimée par l'utilisation d’un siRNA dirigé contpea3 ou erm) est surexprimé dans les
cancers du colon et dans des hépatocarcinomese{Gho 2001; Kurokawa et al., 2004).

Certaines chémokines ou molécules du systeme imaigiont déja montré leur
importance dans les cancers a différents nivedugemble donc intéressant de retrouver
certaines d’entre elles modulées dans notre sétectar exemple, linterférod a une
fonction antitumorale, on peut supposerayiortiori de l'interférona et B, il pourrait agir
comme régulateur du cycle cellulaire ou inductear 'dpoptose (Oritani and Kanakura,
2005).

Un dernier point intéressant a noter est que dat®e @nalyse, on retrouve de
nombreuses molécules impliguées dans les mécanisn@®uant les nucléotides et en

particulier la liaison a '’'ARN et la régulation teetranscription.

Si 'on compare les résultats obtenus pour lestastPea3 et Erm, il en ressort que
peu de genes sont régulés a la fois par les facteum et Pea3, ce qui pourrait étre expliqué
par une spécificité de régulation des deux facteDeste hypothése pourra étre éprouvée en

complétant cette premiere analyse par une étudeléomentaire.

Le FGFR1 est régulé par ces deux facteurs. Saahanerm ainsi quepea3d sont
régulés par le FGF, il est intéressant de notetaue deux pourraient étre impliqués dans une
boucle d’autorégulation.

Enfin, parmi tous ces génes, beaucoup ont un itéetcou indirect dans la régulation
de la croissance cellulaireia la régulation du cycle cellulaire ou de I'apoptdst résumeé

dans les tableaux 20 et 21).
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Cycle cellulaire / prolifération

Apoptose

Agp3 Action pro-proliférative
potentielle
Cshl Controle de la croissance
cellulaire
Fgfrl Induit la prolifération Induit la survie cellulaire
Has?2 Induit la prolifération
Hgf Induit la prolifération Bloque certaines voies
apoptotiques
Hsp 90/stipl Imp pour croissance cellulaire | Echappement de la voie
apoptotique
Igfr Facteur proprolifératif Facteur antiapoptotique
principalement
Pcgf2 Action sur cycle cellulaire
Ptplad Régulation de la prolifération
cellulaire
Rras2 Progression dans le cycle Induit la survie cellulaire
Snn Contr6le du cycle cellulaire

Tableau 20 : Réle potentiel des genes dont I'expigen est régulée paerm ou pea3dans
la croissance cellulaire et I'apoptose.
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Gene Cycle cellulaire / prolifération Apoptose
Bbc3 Facteur apoptotique
Ei24 Facteur apoptotique
Fas Facteur apoptotique
Follistatine Inhibiteur de la prolifération
cellulaire
lgfbp7 Agit sur la cinétique du cycle

cellulaire (effet -)

Interféron ¢

Blocage en phase G1 ?

Inducteur potentiel

Mgmt Quand activé, blocage du cycle en
G1
Mobk1b Inhibition de la croissance Induction de I'apoptose
cellulaire
Nusap Régulateur positif de la mitose
Phida3 Impliqué dans la voie du TNF
apoptotique
Ppmld Agit au niveau G2/M
Rdm1 Quand activé, blocage du cycle en
G1
Rrm2b Quand activé, blocage du cycle en
G1
S100a4 Régule positivement la croissancge
cellulaire
Serpin B2 Inducteur de I'apoptose
Sestrine 2 Induit un arrét du cycle cellulaire
Socs4 Régule négativement la
signalisation EGF
Suzl2 Régule positivement la
prolifération
Tensine 1 Induction de I'apoptose par
d’autres membres de la famille
Tnfsf7 Impliqguée dans une voie
apoptotique
Trp53inpl Facteur apoptotique
Wispl Peut activer voies anti-

apoptotiques

Tableau 21 : Réle potentiel des génes dont I'expen est augmentée suite a la
transfection par un siRNA dirigé contre erm ou pea3,dans la croissance cellulaire et

'apoptose.

A partir de ces listes de genes cibles, certaimensesélectionnés en fonction de leur

intérét potentiel dans le but de confirmer la ratjah montrée par I'analyse des puces a ADN

et d’entreprendre ensuite I'étude de leur régutagiar les facteurs PEA3.
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IV- Conclusions et perspectives

Nous avons mis au point des modeles cellulairesifi@edpour I'expression des

facteurs du groupe PEA3 qui nous ont permis de :

- mettre en évidence I'implication des facteurstrd@scription du groupe PEA3 dans

les modifications morphogénétiques observées (pration, migration et invasion),

- mettre en évidence de nouvelles cibles moléasdailes facteurs du groupe PEAS3,
bax, cycline D2etp55° et celles définies par la recherche par puceBM.A

Les travaux pourront étre poursuivis par différerdapproches.

D’une part, il faudra compléter et/ou améliorer hesdéles cellulaires de modulation
de l'expression des facteurs du groupe PEA3 mispa@int, notamment les modeéles de

répression constitutive de I'expression des fast®EA3, dans le but d’une utilisationvivo.

Dans le cas des cellules TAC, un modele de rémmesis facteurs du groupe PEA3
pourra étre utilisé dans le cadre de la réimplamatle ces cellules dans une glande
mammaire préalablement desépithélialisée. En effst,cellules TAC injectées au niveau
d’'une glande mammaire préalablement desépithé@rlilevraient reformer un arbre épithélial
mammaire. Nous pourrons ainsi mieux appréhendéiéedes facteurs du groupe PEA3 dans

la recolonisation de la glande par morphogenése.

Dans le cas des cellules MMT, les nouveaux modeddslaires envisagés pourront
permettre de conforter les résultats mis en évielenaller plus loin dans la caractérisation du
réle des facteurs du groupe PEA3 dans la miseareplu processus cancéreux et son statut

métastatique.

Il sera aussi intéressant de s’attacher a I'étwdaisieme facteur du groupe PEAS, le
facteur Er81, et ce dans les deux modeles celdade fagcon a appréhender son réle dans ces

différents événements.

L’analyse par puces a ADN a permis de mettre edeénie un certain nombre de
genes qui seraient régulés par les facteurs Pé&aBEtm. Parmi les cibles ainsi déterminées,
certaines confortent l'idée des rbles proposeésujiusgpour les facteurs du groupe PEA3 et

d’autres correspondent a des « voies » pour lelegulds facteurs du groupe PEA3 n'ont
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jamais été associés et qu’il sera intéressant tbexp parmi celles-ci, les voies de
biosynthése des acides gras et des lipides ouedesrfacteurs impliqués dans la réplication,

la transcription ou la traduction.

L’étude des caractéristiques de régulation de amrssalles cibles par les facteurs
PEA3 et de leur association aux événements morpiétigées décrits dans ce travail sera

envisagée pour les géenes que nous sélectionnerons.

Nous envisageons de poursuivre et compléter leerebk des cibles moléculaires des
facteurs PEA3 en étendant I'analyse par puces a ADNmodeles de cellules mammaires
normales surexprimant ces facteurs ou pour lesspidlexpression de ces facteurs est
réprimée. Cette étude permettra de comparer legatéans observées a celles obtenues avec

les cellules mammaires cancéreuses.

L’analyse comparative des phénotypes obseirvéstro etin vivo, aussi bien a partir
des modéles de cellules normales, que des modeleslldles cancéreuses et la découverte de
nouveaux genes cibles des facteurs du groupe PHE&ABaient nous permettre de mieux
appréhender le réle des facteurs du groupe PEAS ldamorphogenése mammaire et dans sa

tumorigenése.
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Ce travail est une synthese et une réflexion s tnewaux de recherche. Il constitue
le programme « valorisation des compétences, urezuchapitre de la thése » réalisé avec
le soutien et 'accompagnement de l'associationnBet Grégory. |l a pour vocation de
valoriser I'expérience acquise au cours de la pegjwan du doctorat sur le marché du travail,
gu'’il s’agisse du secteur privé ou public. La theseici résumée de facon a étre accessible a
tout public. J'ai ensuite exposé le contexte, leodiment et les différents enjeux de ma
these. Un bilan financier a été exposé. Jai emf@taillé les différentes compétences
développées lors de mon travail de théese. Ce traftgctué d’avril a juillet 2006 a été

soutenu en public.

I- Présentation de la these :

1- Présentation générale

Ma these se déroule dans le cadre de I'école dudet®iologie et Santé, au sein de
I'Institut de Biologie de Lille et de I'Universitde Lille 1. Elle se place dans le cadre de la
recherche sur le cancer, en particulier le can@mmaire.

Elle s’intitule « Implication des facteurs de trangtion du groupe PEA3 dans la
morphogenese mammaire et sa dérive cancéreuseresiemeé, les genes du groupe PEA3
sont au nombre de trois. lls semblent étre impkgeélon les études menées jusque-la, dans
la mise en place des organes comme la glande maen@ipoumon ou le rein, pendant
'embryogenese. Mais leur expression est aussélé@ra la cancérisation de divers organes et
en particulier dans les phénomenes de métastdae®sdayé, pendant ces quatre ans, de
mieux comprendre le réle de ces facteurs aussi téars le développement de la glande

mammaire que dans sa canceérisation chez la souris.

2- Contexte de ma theése :

Ma these s’est déroulée au sein de deux laborataifai donc fait partie de deux
équipes différentes avec, pour points communs, irectdce de these (qui fait partie des
deux laboratoires) et le sujet de recherche.

L’équipe a laquelle je me suis trouvée intégréesain de I'Université de Lille 1 se

compose de 5 personnes, sous la responsabilitér daWer Desbiens : deux maitres de
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conférence (Dr Anne Chotteau-Lelievre et Dr AlbimuRier) et deux doctorants. J'ai effectué
ma thése sous la co-direction du Pr Xavier Deské¢dsi Dr Anne Chotteau-Leliévre.

La thématique de recherche portait sur le modéleladgglande mammaire et
limportance du réle joué par les facteurs ETS dsamsancérisation et son développement.
Cette equipe faisait partie du laboratoire de Bj@alu Développement, qui comptait en plus
deux autres équipes, I'une travaillant sur le cileNGF dans le cancer du sein et I'autre sur la
régulation du cycle cellulaire.

A l'Institut de Biologie de Lille, ma these s’esérdulée au sein d’'un laboratoire
labellisé CNRS. Celui-ci est composé actuellementl® équipes (ce qui correspond a une
centaine de personnes), travaillant sur diverstsujans différentes disciplines (biologistes,
chimistes, informaticiens). Notre équipe est conégod’une quinzaine de personnes sous la
responsabilité du Pr Yvan de Launoit. Nous sommedrg groupes de recherche dont trois
travaillant sur les facteurs du groupe PEA3 (camagon et morphogenese du sein,
partenaires de ces molécules ou modifications datgipes). Ce laboratoire fait partie de la
Cancéropble Nord-Ouest.

Les facteurs du groupe PEA3 satudiés a I'heure actuelle par différentes équipes
internationales. Beaucoup s’intéressent a leur icappbn dans la tumorigenese. Elles
travaillent dans le monde entier (liste non exhsept: les Etats-Unis, le Canada, le
Royaume-Uni, la Norvege, le Japon, 'Espagne, ligas®u L'équipe du Dr Hassell au Canada
a un sujet de recherche proche du nétre : elléésdase aussi au modéle mammaire et a
implication du facteur Pea3 dans la tumorigenéseans la morphogenese. Cette équipe a
un avantage sur nous, car elle posséde tous leslesodécessaires a cette étude, auxquels

nous n’avons malheureusement pas acces, faute yenmou de personnel.

3- Ma place dans la these :

J'ai entrepris des études de biologie dans le leufaite de la recherche dans le
domaine médical. J'ai fait un DEA, puis une thesmsdla recherche fondamentale sur le
cancer du sein. J'ai été trés intéressée pendanttudes par la biologie moléculaire (c'est-a-
dire la régulation des génes), et javais déjactfi® un stage avec le Dr Anne Chotteau-
Lelievre. J’'ai donc commencé mon DEA, puis contime these dans ce laboratoire dont je

fais toujours partie.
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Au départ, jai choisi ce projet pour son origit@liet parce qu’il m’offrait la
possibilité de me spécialiser aussi bien en bielagoléculaire qu’en biologie cellulaire. De
plus, les relations basées dans le groupe surriiance me convenaient parfaitement. Ce
projet, a la base celui de ma directrice de thasesuite évolué au fil des discussions. J'ai
commencé mon DEA encadrée par celle-ci et une gmdbrante. Apres quoi jai pu
apprendre d’autres technigques au sein du laboeatmir dans d’autres laboratoires. Ainsi
dirigée, je suis toujours restée trés libre digpamme de mes expérimentations.

II- Déroulement, gestion et codt du projet

1- Préparation et cadre du projet

Ce projet se basait sur des résultats obtenus gegugent et avait donc de bonnes
chances d’aboutir, notammeinties publications. Une partie de mon travail @setconsistait
a mettre en évidence de nouvelles cibles moléasales facteurs du groupe PEA3. Avant
mon arrivée dans le laboratoire, par une techniquente trés performante, mais qui donnait
beaucoup de faux positifs, plusieurs cibles potdiet avaient été mises en évidence. Cette
partie du projet comportait peu de risques et g@aa de donner rapidement des résultats
exploitables. Effectivement, j'ai fait paraitre upablication durant ma deuxieme année de
thése.

L’autre partie de mon projet qui concerne le rads tacteurs du groupe PEA3 dans la
morphogenése mammaire était beaucoup plus risqudaitdde la concurrence, du modele
d’étude et des moyens a notre disposition. Nouasdonc envisageé plusieurs approches.

Ce projet a été soutenu :

- pour mon financement: par la Ligue Nationale aonle Cancer et la

Fondation pour la Recherche Médicale
- pour le projet: par la Ligue Nationale contre lanCer et I'’Association de
Recherche contre le Cancer

- pour le laboratoire : par le CNRS et I'Universitldllel.

Ainsi, pendant tout le temps de ma these, j'ai ssea de facilité budgétaire pour
mener les expériences nécessaires.

Nous avons bénéficié de I'aide de différentes pares (Ingénieurs de Recherche ou
Chargés de Recherche), de plusieurs laboratoiteésssur le site de I'Institut Pasteur de
Lille, et nous avons eu acces a des technologmsvantes (appareil de PCR quantitative,

puces a ADN, etc...) et a du matériel biologique.
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2- Conduite du projet

Mon projet s’est fait en étroite relation avec ni@ctrice de these, que je voyais trés
régulierement. Je I'ai toujours tenue au courantroes résultats (pratiquement au jour le
jour), ce qui a permis de réorienter rapidement reekerches en cas de besoin. Toutes les
semaines ou deux semaines, nous reprenions lekatéset décidions des expériences a
poursuivre. Des réunions de travail étaient orggssenviron tous les 3 mois pour faire le
point et envisager d’éventuels changements deégteatLes réunions de groupe ont eu lieu
tous les six mois, chaque personne du laboratao#eeptant une partie spécifique de son
travail. Pour valoriser mes travaux, j'ai eu I'ostm a plusieurs reprises de les présenter en
congres ou en séminaires.

Les problemes rencontrés pendant la these ontséantellement techniques. lls ont
pour la plupart pu étre réglés rapidement gractitdidation de techniques paralléles ou
'accés a d’autres plateformes technologiques. Mijet n'aura donc été réorienté qu’une
seule fois. J'ai obtenu des résultats trés intardsssur le modeéle de la tumorigenése, grace a
de nouvelles techniques d’étude mises au pointplDg la concurrence sur le modéle de la
morphogenese mammaire se montrait de plus en plpsriante. J'ai donc, au cours de ma
deuxiétme année de thése, mis en avant mes travaula sumorigenese de la glande

mammaire par rapport & ceux sur le développemelat glande mammaire.

3- Evaluation et prise en charge du coit du projet

Mon projet se sera déroulé sur 4 ans. Il est es$irB@4.000 €. Le colt comprend les
frais de fonctionnement, dont les prestations $esi@t le colt des infrastructures, et le

consommable de laboratoire.
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Dépenses Recettes

Ressources humaines :
Doctorante 60.000 €
Personnel mobilisé 70.000 €
Matériels et Prestations :
Equipements 4.000 €
Consommables 65.000 €
Dont culture cellulaire 5.000 €

Plastiques 7.000 €

PCR quantitative 3.500 €
Déplacements 1.000 €
Colt infrastructures :
Batiment, Entretien, Electricité, Eau
Téléphone,... 3.500 €
Usure appareils 500 €
Subventions :
Contrats d’association 45.000 €
Subventionnements CNRS/Univers|té 20.000 €
Total 204.000 € 65.000 €
Détail :

Ressources humaines

Doctorante: financement par la Ligue Nationale contre le €&aret Fondation pour la

Recherche Médicale

Personnel mobilisé : Pr Xavier Desbiens (Profe3seu

Dr Anne Chotteau-Lelievre (Maitre de conférences)

Isabelle Damour (Technicienne)

Les 3 stagiaires au prorata du temps passé

© 2007 Tous droits réservés.
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Subventionnement de ma thése :

J'ai tenu compte pour cette partie des différeotstrats de la Ligue Nationale contre
le Cancer et de I'Association de la Recherche eolgrCancer, au prorata du nombre de

bénéficiaires. J'ai fait de méme pour les subverstidu CNRS et de I'Université.

ITI- Compétences, savoir-faire, qualités
professionnelles et personnelles

1- Expertise scientifique

J'ai acquis au travers de ma these une expertise:da
- la cancérisation et la métastatisation en pargcau modéle mammaire
- le développement des organes a morphogenése dibraent tel le sein

- la biologie moléculaire, en particulier la régutatides genes.

2- Expérience technique et appliquée

Comme ma thése s’est déroulée sur deux sitedygiaéficié d'une grande variété de
techniques et de matériels. Mon sujet assez lardge \eeille technologique que j'ai menée,
m’ont permis d’acquérir de nombreuses compéteraeantsfiques.

. Maitrise des outils de biologie moléculaire, qomt la PCR, la RT-PCR, la PCR
quantitative, le retard sur gel, le clonage etéetiniques d’ARN interférence.

Savoir-faire en transfection cellulaire, dans lessts morphogénétiques et
phénotypiques (comme la culture tridimensionnelleles tests de migration cellulaire par
exemple), dans la mesure ou mon travail eut comase hn modéle de cellules en culture
vitro.

. Connaissance de techniques de biochimie commvedeern blot.

. Collaboration en expérimentation animale chezdaris. Mon intervention s’est
située en amont, avec la préparation du matérielofigue nécessaire pour ces

manipulations, mais j'ai tout de méme pu suivrgdeail du début a la fin.

3- Compétences acquises

» Organisation et adaptabilité
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. Disponibilité : Faire de la recherche en biologi# un modéle cellulaire vivant
signifie faire les expérimentations au moment dleseci sont en bonne condition, et gérer le
temps de la manipulation.

. Sens de l'organisation : Travailler sur deuxssim@plique de gérer son emploi du
temps, pour mener au mieux la recherche.

. Gestion de projet :

aussi bien en terme de temps que d’argent, c'dsta-

- élaborer le projet en collaboration avec mon erar@érde these

- gérer la faisabilité de chaque expérience, en tedaegent, de temps et de

matériel

- analyser les résultats

- geérer les éventuelles réorientations de sujet.

» Travail en équipe :

Ma thése a été l'occasion d'une véritable expédede travail d'équipe. Ceci se
traduit par :
- respecter I'une organisation interne,
- partager les « corvées »,
- gérer l'utilisation des appareils, c'est-a-direpexgter les créneaux de réservation
des appareils
- gérer I'emploi du temps de chacun pour organisern@nipulations faites en
collaboration.
Mon travail au sein de deux laboratoires de redieerenais aussi en collaboration
avec d’autres équipes, m’a montré I'importance glesités relationnelles et de mon sens du

contact.

» Communication et valorisation des travaux

En recherche, la communication est I'un des olgdsplus importants, que ce soit au
niveau oral ou écrit :
- Présentation de mes travaux en congres ou en démimke facon claire et

synthétique
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- Rédaction de projets et demandes de subventioasth@se ayant été entierement
subventionnée par des libéralités d’associatiogu&iNationale contre le Cancer
et Fondation pour la Recherche Médicale).

- Rédaction d’'une partie des résultats de mes tragaux publication.

» Veille technologigue et scientifique

Grace a une lecture réguliere de la bibliographmternationale, a l'accés aux
conférences scientifigues ou technologiques oudsBussions avec nos partenaires, je me
suis tenue au courant des nouvelles avancées damsdomaine, mais aussi des avancées

technologiques en général.

» Qualités personnelles

Je voudrais finir en développant certaines de meditgs personnelles qui se sont
averées nécessaires durant mon travail de thégegti aussi pu développer :

'autonomie : méme si j'ai été trés encadrée,g@ié mon emploi du temps et mes

expériences de facon autonome a la paillasse

- la persévérance et le dynamisme : résister auxcéctres nombreux dans ce
domaine et ne jamais baisser les bras.

- l'esprit de décision, particulierement nécessaarsdles moments clés de la these
(élaboration du projet, réorientation, rédaction).

- Iimplication dans tout ce que jentreprends, qeesoit dans les expériences ou
dans la mise en place d’enseignement de travauix|pes

- l'esprit critique : j'ai été rapporteur pour desmuires de stage d’étudiants d’'lUP

- la transmission d’'un savoir de facon claire et ca¥hpnsive, lors des séances de

Travaux Pratiques

IV- Résultats et impacts de la these

Grace aux résultats que jai obtenus, jai pu ampodes éléments nouveaux sur
limplication des facteurs PEA3 dans la cancérogeret sur sa fonction. Mon projet a mis en
évidence une nouvelle cible des facteurs du gr&p&3, et montré leur implication dans des
phénoménes comme la prolifération ou la migraties dellules cancéreuses du sein. Ce

projet a donc participé a I'amélioration des comsances fondamentales et a la

compréhension du processus de cancérisation liéaateurs du groupe PEA3.
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Au niveau professionnel, la thése a été pour nummchsion de gérer un projet en
tenant compte des contraintes de temps et d’'argéméj que de pratiques et d’éléments
techniques. En la faisant, j'ai pris consciencendecapacité d’autonomie et j'ai renforcé mon
sens de la communication. Les objectifs imposéslgpdhése ont été honorés en terme de
réponses aux hypotheses posées et par rapporttalesascientifiques réalisés ou a venir.

En terme de projet professionnel, mon premier clseait d’occuper un poste ou je
pourrais utiliser au mieux I'expertise scientifigaequise, mon godt du travail d’équipe et
mon aptitude a mener un projet. Cela pourrait ge fau sein d’un organisme de recherche
publigue comme [I'Université ou le CNRS, ou au seinn service de Recherche &
Développement dans une entreprise de biotechnologiepharmaceutique (ex : Genfit,
Genoscreen ou Novartis).

Je suis intéressée par une ouverture disciplinagre d’autres aspects de la biologie

(immunologie, virologie, etc...), ainsi quear la recherche appliquée.
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Abbréviations

ABL: v-abl Abelson murine leukemia oncogene
ADAM : a disintegrin metalloproteinase domain
ADN: acide désoxyribonucléique

ARNdb: ARN double brin

BCA: bicinchoninic acid

BLAST : basic local alignement search tool
BRCA: breast cancer gene

CAM : cell adhesion molecule

Cox: cyclooxygenase

Cdc2L2: cell division control 2 like 2

CDK: cyclin dependant kinase
C/EBP:CCAAT/enhancer-binding protein

CMV : cytomégalovirus

CTGF: connective-tissue growth factor

CREB: cAMP response element binding protein
CXCR: CXC chemokine receptor

CXCL : chemokine (motif CXC) ligand

DDR1: discoidin domain receptor

DMEM : Dulbecco’s Modified Eagle Medium
EGF: epithelial growth factor

EGFR: EGF receptor

ELF: E74 like factor

EMMPRIN : extracellular matrix metalloproteinase inducer
EMT : epithelial mesenchymal transition (transitiontBglio-Mésenchymateuse)
Erm : Ets related molecule

ER: estrogen receptor

ERF: Ets2 repressor factor

ERG: early response gene

ESE: epithelium specific ets

Ets : E-twenty six

Etv: Ets variant

FAK: focal adhesion kinase

FGF: fibroblast growth factor

FGFR: FGF receptor

FOXC: forkhead box C

Gadd: growth arrest and DNA damage

GDNF: glial derived neurotrophic factor

GH: growth hormone (hormone de croissance)
GSK: glycogen synthase kinase

H1: ARN H1, composant de la RNase P

HER: human epidermal growth factor receptor
HGF/SF. hepatocyte growth factor/ scattor factor
Id: Inhibitor of DNA binding

IGF: insulin-like growth factor

IGFR: IGF receptor
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IL : interleukine

ILK : Integrin-linked kinase

JAK: janus kinase

LAL : leucémie aigue lymphoblastiques

LAM : leucémie aigue myéloblastiques

LEF: lymphoid enhancing factor

LMMC : leucémie myélomonocytaire chronique
MEC : matrice extracellulaire

MIP : macrophage inflammatory protein

MMP : matrix metalloproteinase

MSX: muscle segment homeobox

NGF: nerve growth factor

NFkB: nuclear factor kB

NTRK: neurotrophic tyrosine kinase

PAF: paraformaldhéhyde

PAI : plasminogene activator inhibitor

PBS Phosphate buffer saline

PCNA: proliferating cell nuclear antigen

PDEF: prostate epithelium-derived Ets transcriptiortdac
PDGFR: platelet-derived growth factor receptor
Pea3: polyomavirus enhancer activator

PKB: protein kinase B

PTEN: phosphatase and tensin homolog
PTHrP: parathyroid hormone-related protein
SPARC: secreted protein acidic rich-cysteine
RANTES: regulated on activation normal T cell expressedl secreted
Rb: retinoblastome

mMiRNA: micro RNA

RISC: RNA induced silencing complex

SDS sodium dodecyl sulfate

siRNA: small interferent RNA

shRNA: small hairpin RNA

Smad mothers against DPP homolog
SSC:sodium saline citrate

SUMO: small ubiquitin-related modifier

SVF: serum de veau foetal

Syk: spleen tyrosine kinase

TCF: ternary complex factor

TEB : terminal end bud

TEL : translocation Ets Leukemia

TERT : telomerase reverse transcriptase
TGFB: transforming growth factor

TIMP : tissue inhibitor metalloproteinase

TNF: tumor necrosis factor

TNFR: TNF receptor

TORU: TPA oncogene response unit

TRAIL : TNF-related apoptosis-inducing ligand
uPA: urokinase plasminogen activator

VCAM : vascular cell adhesion molecule
VEGF: vascular endothelial growth factor
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