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RESUME

Les facteurs de transcription du groupe PEA3 (Pea3, Erm et Er81) font partie de la
famille d’oncogeénes ETS. Leur expression est souvent observée lors de la mise en place
des organes par morphogenése de branchement comme la glande mammaire. De plus, une
expression aberrante de ces facteurs de transcription est corrélée au caractére cancéreux de
nombreux organes comme le sein. Ainsi, I’expression d’Erm dans les tumeurs du sein est
associée a un mauvais pronostic pour les patientes et celle de Pea3 constitue un marqueur
de I’agressivité tumorale. Enfin, Pea3 module I’expression de geénes spécifiques. Méme si
certains de ces geénes sont déja bien caractérisés beaucoup de choses restent a faire pour

comprendre les mécanismes moléculaires régulés par Pea3.

Dans ce contexte lors de ma thése je me suis intéress¢ au rdole du facteur de
transcription Pea3 dans les processus de morphogenése et de tumorigenése mammaires

selon deux approches complémentaires :

1- 1’étude des propriétés morphogénétiques modulées par Pea3 lors des étapes de
morphogenese et de tumorigenése mammaires,

2- la recherche et la caractérisation de génes régulés par Pea3 dans ce méme
contexte, par une analyse transcriptomique a grande échelle en utilisant des
puces a ADN.

Au cours de ma thése, nous avons ainsi pu montrer I’importance du facteur de
transcription Pea3 dans le contrdle des propriétés de migration, d’invasion et de
prolifération des cellules épithéliales mammaires normales TAC ou cancéreuses MMT. En
paralléle, la recherche des genes dont 1’expression est régulée par Pea3 dans nos deux
modeles cellulaires, a permis d’identifier de nombreux geénes capables de réguler la
prolifération, la migration et I’invasion des cellules. Parmi ces génes, nous nous sommes
intéressés au geéne cycline d2. Nous avons pu montrer que le géne cycline d2 est un géne
cible direct du facteur de transcription Pea3, qui module I’expression dans le modele
cellulaire TAC des deux transcrits (cycline d2 et cycline d2 trc) issus de ce gene et décrits a
ce jour. Enfin, I’étude de la fonction des protéines Cycline D2 et Cycline D2 Trc dans les

cellules TAC ainsi que de leur relation fonctionnelle avec Pea3 a été entreprise.

Notre étude a ainsi permis de mieux définir I’implication du facteur de transcription
Pea3 lors des événements de morphogenese et de tumorigenese de la glande mammaire. De
plus, elle ouvre la réflexion sur le role du gene cycline d2 lors de ces événements. La
caractérisation des mécanismes moléculaires impliquant le facteur de transcription Pea3
pourra ainsi participer a la définition de potentielles nouvelles stratégies thérapeutiques

pour le traitement du cancer du sein.



Avant Propos

L’ensemble du travail présenté dans ce manuscrit porte sur le role des facteurs de
transcription du groupe PEA3 lors des événements de morphogenése et de tumorigenese
mammaires. La partie introductive est donc essentiellement basée sur les connaissances
disponibles quant au modele sur lequel nous travaillons, la glande mammaire, dans son
contexte de développement normal par morphogenése de branchement ou lors de la dérive
tumorale ainsi que sur les connaissances a ce jour sur les facteurs de transcription du
groupe PEA3 et leur role dans ce contexte. Ces facteurs de transcription sont aussi bien
¢tudiés dans divers modeles lors du développement ou lors de la cancérisation de divers
organes. Ces données disponibles dans la littérature sont présentées de facon non
exhaustive et servent d’appui pour mieux comprendre les informations relatives au rdle des

facteurs PEA3 dans les étapes de morphogenése et de tumorigenése mammaires.
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Figure 1. Position des cinq paires de glandes mammaires chez la souris. Au stade
embryonnaire E10,5 deux crétes mammaires se forment puis a E12,5 les cellules se
regroupent et forment les placodes puis les bourgeons épithéliaux (MB). La souris femelle
adulte possede 5 paires de glandes mammaires (MG 1 a 5).

Adapté de (Veltmaat et al., 2003; Watson and Khaled, 2008).



I. La glande mammaire : modele de développement et de
tumorigenése

Chez la souris que chez la femme la glande mammaire est un organe se formant en deux
temps, d’abord lors du développement embryonnaire puis chez 1’adulte lors de la puberté et
de la gestation. Cet organe se forme par combinaison de deux grands mécanismes : la mise
en place par morphogenese de branchement d’un feuillet épithélial au sein du mésenchyme
et la différenciation de cellules progénitrices en cellules spécialisées pour remplir une
fonction bien spécifique au cours des étapes de gestation et de lactation. Ce développement
complexe est finement régulé par un ensemble de mécanismes moléculaires qui, lorsqu’ils
se déroulent au mauvais moment, au mauvais endroit ou avec une mauvaise amplitude,

peuvent mener au cancer.

1- Les étapes de développement de la glande mammaire

Chez la souris on retrouve cinq paires de glandes mammaires le long de 1’axe antéro-
postérieur (Figure 1).

Chez I’embryon le développement de la glande mammaire débute a 10,5 jours (E10,5)
apres la fécondation par la formation, le long de 1’axe antéropostérieur, de deux crétes
mammaires (Figure 1). A E12,5, cinq paires de placodes se forment le long des crétes a
partir de D’ectoderme par migration et regroupement des cellules de chaque créte
mammaire (Figure 1) (Veltmaat ef al., 2003; Watson and Khaled, 2008). De E11,5 a E18,5
le bourgeon épithélial se forme et péneétre dans le mésenchyme adjacent, alors dénommé
« Fat Pad » car il est riche en adipocytes, pour former au final un petit arbre composé de
quelques tubes épithéliaux qui stoppe sa croissance pour la reprendre a la puberté et chez

I’adulte (Figure 2).

Cette partie du développement de la glande mammaire est indépendante des hormones.
Elle est régulée par un dialogue complexe entre le feuillet épithélial et le mésenchyme
environnant dont quelques événements moléculaires ont pu étre caractérisés. Ainsi,
I’épithélium induit la formation du mésenchyme mammaire notamment en sécrétant la
protéine PTHRP qui active la sécrétion du facteur Bmp4 dans les cellules du mésenchyme.

Bmp4 va ensuite activer une voie de signalisation en se fixant a son récepteur BMPR1A, la



réponse cellulaire a cette voie de signalisation dans les cellules du mésenchyme est alors
assurée par les facteurs de transcription Msx2 et Tbx3. Le mésenchyme lui régule la mise
en place des placodes puis des bourgeons épithéliaux en sécrétant la protéine FGF10 qui

interagit avec le récepteur FGFR2B dans les cellules épithéliales (Figure 2).

Chez la souris male le développement de la glande mammaire s’arréte définitivement a

E15,5 sous I’effet des androgénes.

Chez I’adulte I’arbre épithélial se développe en deux phases majeures et distinctes :
- une phase de morphogenése de branchement qui se déroule majoritairement pendant la
puberté et qui permet la création et I’¢longation des tubes épithéliaux formant au final un

arbre épithélial complexe,

- une phase de différenciation lobulo-alvéolaire qui correspond a la période de formation

des alvéoles de sécrétion du lait pendant la gestation.

Ces différentes étapes sont organisées par des structures nommées bourgeons
terminaux (communément appelés TEB pour Terminal End Buds) qui apparaissent a
I’extrémité de chaque tube épithélial et qui sont organisés de la fagon suivante (Figure 3)

(pour revue, Hinck and Silberstein, 2005; Lanigan et al., 2007) :

-une couche interne de cellules progénitrices composant le corps du bourgeon. Ces
cellules se différencient en cellules épithéliales luminales composant alors I’intérieur des

tubes épithéliaux et des alvéoles de sécrétion pendant la lactation,

- les cellules progénitrices de la coiffe. Ces cellules se différencient en cellules
myo¢pithéliales qui entourent les tubes €pithéliaux et les alvéoles de sécrétion et peuvent

se contracter pour la sécrétion du lait.

Sous I’influence de nombreux signaux pendant la puberté et la gestation, les cellules
des bourgeons terminaux proliférent, migrent et se différencient pour former les tubes et
alvéoles composant ’arbre épithélial et permettant la fabrication et la sécrétion des
protéines du lait.

Enfin, apres la période d’allaitement et le sevrage des jeunes, le tissu épithélial régresse
jusqu'a retrouver sa structure initiale d’avant la gestation. Ce phénomene de régression,
appelé involution, est dii a la mort par apoptose des cellules épithéliales et a une

réorganisation complete de la glande mammaire (Baxter ef al., 2007).
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Figure 2. Les différentes phases du développement embryonnaire de la glande
mammaire chez la souris et les principales voies moléculaires impliquées. A partir de
E11,5 Les cellules de la placode pénétrent dans le mésenchyme pour former le bourgeon
¢épithélial qui induit la formation du mésenchyme mammaire. Les cellules du bourgeon
épithélial progressent jusqu'a former un arbre rudimentaire a E18,5. Chaque étape décrite
ici est contrdlée par un jeu de molécules sécrétées par les cellules épithéliales et les cellules
du mésenchyme.

Adapté de (Watson and Khaled, 2008).

Cellules épithéliales luminales
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Cellules progénitrices de la coiffe

Figure 3. Organisation d’un bourgeon épithélial terminal. Le bourgeon épithélial
(TEB) constitue I’extrémité du tube épithélial. La prolifération et la différenciation des
cellules progénitrices permettent ’avancée du bourgeon et la progression du tube épithélial
dans le mésenchyme. La fleche représente le sens de progression du TEB dans le
mésenchyme environnant.

Adapté de (Lanigan et al., 2007).



2- Les mécanismes moléculaires associés a la formation de la glande mammaire

Un certain nombre de molécules (facteurs de croissance, hormones, molécules de
signalisation, facteurs de transcription) ont été décrits pour leur implication dans le
développement de 1’arbre épithélial mammaire. Parmi les principaux acteurs, les hormones

jouent un rdle crucial pour le développement de la glande mammaire.

Ainsi, au cours de la puberté, la croissance et le branchement des tubes sont activés par
la sécrétion ovarienne d’eestrogenes et par la libération au niveau de la glande pituitaire de
I’hormone de croissance (GH). Le facteur de croissance IGF1 contrdle ensuite
I’induction de croissance effectuée au niveau des cellules des TEBs par les cestrogeénes et la
GH (pour revue, (Sternlicht, 2006)).

Au cours de la gestation ce sont les hormones placentaires, la progestérone ct
I’hormone pituitaire prolactine qui induisent la différenciation alvéolaire et la sécrétion du
lait (pour revue, Brisken and Rajaram, 2006).

En plus des hormones de nombreux autres mécanismes agissent sur la prolifération, la
migration et la différenciation des cellules des TEB pour réguler finement la mise en place

des tubes et des alvéoles.

Pendant la puberté les cestrogeénes et leur récepteur ER alpha activent la voie de
signalisation de I’EGF et celle de la voie Wnt. Les cestrogénes induisent 1’expression de
I’amphiréguline (Areg) dans les cellules épithéliales. Suite au clivage de Areg par la
métalloprotéase Adam17 le fragment libéré va stimuler le récepteur a I’EGF situé sur les
cellules du stroma (Sternlicht and Sunnarborg, 2008). L’inhibition de I’un des acteurs de ce
mécanisme moléculaire entraine un arrét de développement des tubes épithéliaux (Figure
4) (Luetteke et al., 1999; Sternlicht and Sunnarborg, 2008).

D’autres voies agissent de concert avec la voie de ’EGFR, par exemple le récepteur au
FGF, FGFR2. La matrice extracellulaire et les molécules de dégradation de cette matrice
sont aussi importantes pour le mécanisme de morphogeneése de branchement. Ainsi on
observe une augmentation de I’expression des métalloprotéases Mmp2, Mmp3 et Mmp14
suite & I’activation de '’EGFR (Figure 4). De plus, d’autres récepteurs membranaires
comme ErbB2 et le récepteur au HGF, Met contrélent aussi le phénoméne de

morphogenése de branchement. Le TGF Bétal quant a lui inhibe I’expression de ’'HGF
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Figure 4. Représentation schématique d’un exemple de mécanisme moléculaire
impliquant les cestrogénes au cours du développement de la glande mammaire
pendant la puberté. Les cestrogenes sécrétés par les ovaires et leur récepteur ER alpha
stimulent la production de Areg. Areg est alors clivé par la métalloprotéase Adaml17 au
niveau de la membrane plasmique et le fragment extracellulaire généré peut alors se fixer
sur le récepteur EGFR au niveau des cellules du mésenchyme. Cette fixation permet
I’activation de la voie de signalisation de ’EGFR qui stimule alors [’activit¢ de la
métalloprotéase Mmp14 nécessaire pour 1’activation de la Mmp2 et la dégradation de la
matrice extracellulaire.

Adapté de (Sternlicht and Sunnarborg, 2008).



dans les cellules du stroma et constitue donc un inhibiteur de la morphogenese de
branchement en limitant la prolifération des cellules épithéliales et en stimulant la synthese
des molécules de la matrice extracellulaire suite a une stimulation de la glande par les
cestrogénes (Daniel et al.,, 1996; Ewan et al., 2002). Enfin, le facteur de transcription
Gata3 induit et maintient la différenciation des cellules épithéliales luminales en bloquant
gUNKdc)

la progression du cycle cellulaire par I’activation de la protéine pl

inhibitrice des kinases CDK4 et 6 (Asselin-Labat et al., 2007; Kouros-Mehr et al., 2006;

, protéine

Pei et al., 2009). D’autre part, les molécules Slit2, Robol, Netrinl et Neogenin, bien
décrites pour leur role dans le controle de la guidance des axones des neurones, permettent
le maintien de I’intégrité¢ des cellules progénitrices de la coiffe et ’adhérence entre les
cellules épithéliales luminales et myoépithéliales (Srinivasan et al., 2003; Strickland et al.,
2006). L’action concertée de ces différentes voies activatrices ou inhibitrices permet de

réguler de fagon précise I’établissement de 1’arbre épithélial.

Pendant la gestation on observe 1’activation de voies impliquées dans le contrdle de la
balance prolifération-différenciation des cellules progénitrices composant les TEB. La voie
Jak2/Stat5a et b est d’une grande importance. Elle est activée par la prolactine et la
progestérone dans les cellules épithéliales et permet la production de RankL qui active
alors le récepteur membranaire RANK et la voie NFKB via la kinase IKKalpha pour
induire I’expression de la protéine du cycle cellulaire, Cycline D1, indispensable pour la
prolifération des cellules alvéolaires méme si cet effet semble indépendant de sa fonction
de régulation du cycle cellulaire (Landis et al., 2006; Zwijsen et al., 1997). Les protéines
de la famille des récepteurs a ’EGF, ErbB2, Erbb4 et EGFR sont aussi importantes
pendant la formation des alvéoles de sécrétion et la différenciation des cellules alvéolaires
en activant la voie Jak/Stat. Enfin les molécules d’adhérence comme la Béta-1-Intégrine
ou encore la E-Cadherine entretiennent 1’intégrité des cellules épithéliales entre elles et
sont des molécules majeures dans la formation des alvéoles de sécrétion pendant la

gestation (Boussadia ef al., 2002; Nemade et al., 2004).
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3-

Les mécanismes du cancer du sein

a. Les mécanismes généraux du cancer

Lors de la transition d’un état physiologiquement normal a un état transformé les

cellules acqui¢rent de nouvelles compétences qui peuvent éEtre classées en  six

catégories (Figure 5) (Hanahan and Weinberg, 2000):

1-

Une indépendance aux signaux de croissance. La prolifération des cellules est
finement régulée par D’apport extérieur de facteurs de croissances qui sont
synthétisés par divers types cellulaires. Les cellules cancéreuses sont capables de
proliférer sans cet apport de facteurs de croissance. Pour cela, elles peuvent
produire elle-méme les facteurs nécessaires pour assurer leur croissance, on parle
alors de régulation autocrine. On observe aussi régulicrement des mutations
activatrices ou la surexpression de molécules controlant les voies de signalisations

induites par ces facteurs de croissance.

Une perte de sensibilité aux signaux antiprolifératifs. La prolifération des
cellules au sein des organes est contrebalancée par des signaux antiprolifératifs qui
empéchent ’entrée des cellules dans le cycle cellulaire. Les protéines comme les
Cyclines D et la protéine RB régulent la progression de la phase G1 du cycle
cellulaire et dictent a la cellule son entrée ou sa sortie du cycle cellulaire.
L’altération de voies impliquant ces protéines est fréquemment observée dans de

nombreux cancers.

Un échappement a ’apoptose. L’apoptose est la mort cellulaire programmée. De
nombreux signaux ordonnent a la cellule de « s’autodétruire ». Ces signaux peuvent
étre déclenchés lorsque la cellule est en état de stress comme lors de la
surexpression d’un oncogéne. Les cellules cancéreuses possédent souvent des

altérations des voies de signalisation induisant 1’apoptose.

L’acquisition d’un potentiel réplicatif illimité. A chaque cycle de division les
extrémités des chromosomes nommeées télomeres se raccourcissent jusqu'a une
taille critique qui induit des voies de signalisation entrainant la mort des cellules.
Ce phénomene de mort est appelé sénescence. Dans tous les types cellulaires

cancéreux, les télomeéres sont maintenus. Dans 85% a 90% des cas, cela est di a
9
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Angiogenése

Figure 5. Digramme représentant les compétences acquises par les cellules
cancéreuses pour la formation d’une tumeur et des métastases. Six catégories
caractérisent les compétences acquises : indépendance aux signaux de croissance, perte de
sensibilité aux signaux antiprolifératifs, échappement a [’apoptose, acquisition d’un
potentiel réplicatif illimité et capacité a induire une conversion angiogénique.

D’apreés (Hanahan and Weinberg, 2000)
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une enzyme appelée télomérase. L’expression du géne Ahtert codant pour la sous-
unité catalytique de la télomérase humaine est fréquemment observée dans les

cancers.

La capacité a induire une conversion angiogénique. La croissance des tumeurs,
I’invasion, comme la formation des métastases sont dépendantes de 1’angiogenése,
c'est-a-dire la formation de nouveaux vaisseaux sanguins pour nourrir la tumeur.
L’angiogenése requiert la stimulation des cellules endothéliales. Les cellules

tumorales controlent I’angiogenese en sécrétant des molécules ayant le pouvoir de:

- inhiber ou activer directement les cellules endothéliales formant les vaisseaux
sanguins,

- recruter des cellules de I'immunité telles que les macrophages et mastocytes qui
sécrétent a leur tour des facteurs angiogéniques,

- dégrader la matrice extracellulaire ce qui entraine le relarguage de molécules

angiogéniques.

L’acquisition d’un potentiel invasif et métastatique. Les cellules épithéliales
tumorales se transdifférencient en cellules de types fibroblastiques du mésenchyme,

c’est la transition épithélio-mésenchymateuse (TEM).
b. La transition épithélium-mésenchyme

La transition épithélio-mésenchymateuse se définit par la transdifférenciation des

cellules épithéliales en cellules mésenchymateuses. Ce phénomene est crucial lors de la
formation de nombreux organes comme la glande mammaire puisque les cellules
mésenchymateuses formées ont des capacités migratoires et invasives supérieures et
peuvent alors participer a la mise en place des différents tissus. Pendant le développement
ce phénomeéne de TEM est réversible, les cellules épithéliales ayant subit une TEM se
redifférencient en cellules épithéliales pour remplir leur fonction au sein de 1’organe formé,
elle subissent alors un phénoméne de transition mésenchyme-épithélium (TME) (pour
revue, (Thiery, 2002)). C’est le cas notamment lors de la formation de 1’arbre épithélial

mammaire (Micalizzi et al.).

13
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Figure 6. Evolution d’une tumeur vers la métastase, implication du phénoméne de
transition épithélio-mésenchymateuse. Les cellules épithéliales proliférent de fagon plus
importante pour donner un adénome. Les altérations génétiques et épigénétiques vont
amener a un carcinome in situ, toujours limité au dessus de la membrane basale. D’autres
altérations vont induire une dissémination des cellules carcinomiales, parmi lesquelles la
transition ¢épithélio-mésenchymateuse. La TEM confére aux cellules cancéreuses des
capacités de migration et d’invasion accrues leur permettant de dégrader la lame basale et
d’envahir les tissus environnants. Puis les cellules vont passer dans le sang, par
extravasation, remonter le long des vaisseaux et alors extravaser pour envahir le nouvel
espace. TEM = transition épithélio-mesenchymateuse. MET = transition mésenchyme-
épithélium.

D’apreés (Thiery, 2002).
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Pendant la tumorigenese des tissus épithéliaux (carcinomes) ce phénomene est
récapitulé, les cellules épithéliales cancéreuses se transdifférencient et deviennent
invasives et motiles. La TEM permet la conversion du carcinome in sifu en carcinome
métastatique et invasif. Les cellules cancéreuses peuvent alors envahir les tissus
environnant migrer et s’installer dans de nouveaux organes pour former de nouvelles
tumeurs (Figures 6 et 7) (pour revue, (Peinado et al., 2007; Thiery, 2002). Au niveau
moléculaire la TEM se caractérise par la perte de I’expression de marqueurs épithéliaux
dont le mieux caractérisé et la protéine E-Cadherine et I’augmentation de I’expression de
molécules plus spécifiquement exprimées dans les cellules du mésenchyme comme la
Vimentine ou encore la Fibronectine (Micalizzi et al., 2010). Les mécanismes moléculaires
régulant le phénomene de TEM impliquent de nombreuses voies de signalisation comme
les voies HGF/Met, FGF/FGFR, TGF Beta, TGFBR ou encore les voies Wnt et Criptol
(Fuxe et al., 2010; Micalizzi et al., 2010; Peinado et al., 2007; Zavadil and Bottinger,
2005). De nombreux facteurs de transcription ont aussi été décrits pour induire la transition
d’un phénotype épithélial vers un phénotype mésenchymateux, c’est le cas des protéines
Snail, ou Twist ou encore Zeb. Ces facteurs de transcription régulent négativement
I’expression du géne de la E-Cadhérine cdhl ce qui a pour conséquence une baisse de
I’adhérence cellule-cellule, une perte de la polarité des cellules épithéliales et une
augmentation des capacité de migration et d’invasion (Micalizzi et al., 2010; Peinado et
al., 2007). Les cellules ayant entrepris une TEM expriment aussi de nombreuses molécules
de dégradation de la matrice extracellulaire, comme les MMPs, et possédent alors la

capacité d’envahir les tissus et organes distants (Micalizzi et al., 2010).
¢. Lecancer du sein

Le cancer du sein est caractérisé par la présence d’une tumeur cancéreuse qui se
forme a partir des cellules épithéliales de I’organe et porte donc le nom de carcinome. En
fonction du stade de développement de la maladie on distingue alors deux types de

carcinomes (Figure 8):

- les carcinomes in situ : canalaire (CCIS) si le développement malin se fait a partir des
cellules luminales des tubes ou lobulaire (CLIS) si le développement malin se fait a partir
des cellules épithéliales des alvéoles sécrétrices. Dans tous les cas, les membranes basales

restent intactes,
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transdifférenciation

Phénotype Epithélial » fibroblastique

Etat de différenciation —

Pouvoir métastatique

Figure 7. Schéma représentant la relation entre état de différenciation et pouvoir
métastatique des cellules cancéreuses du sein. La transition épithélio-mésenchymateuse
correspond a la progression du phénotype épithélial vers un phénotype fibroblastique grace
a un mécanisme de transdifférenciation. L’état de différenciation est inversement corrélé
au pouvoir métastatique des cellules. Ainsi plus une cellule acquiert un phénotype
fibroblastique plus elle est possede un pouvoir métastatique €levé.

Adapté de (McSherry et al., 2007).

Figure 8. Représentation schématique des stades de développement du carcinome du
sein. A. Coupe transversale d’un tube épithélial de glande mammaire illustrant la couche
de cellules épithéliales luminales (beige) et la couche de cellules myoépithéliales (bleue)
recouvertes par la lame basale (rose). B. Carcinome in situ canalaire (CCIS) ou lobulaire
(CLIS) : les cellules proliferent de fagon anarchique au sein du tube ou du lobule. C. Coupe
transversale d’un cancer infiltrant : les cellules cancéreuses traversent la membrane basale
pouvant ainsi former de nouvelles tumeurs a distance.

Adapté de (McSherry et al., 2007).

16



- les carcinomes infiltrants : ce sont des cancers envahissant le tissu mammaire apres
dégradation de la membrane basale, évoluant localement puis essaimant pour former des
tumeurs secondaires (le premier relais est constitu¢ par les ganglions axillaires). Ces
carcinomes sont le plus souvent canalaires (75%), mais peuvent aussi étre lobulaires (4 a

11%).

4- Les mécanismes moléculaires impliqués lors de la cancérisation de la glande

mammaire

Le cancer du sein est une maladie trés complexe et les mécanismes moléculaires
impliqués sont trés nombreux. Cependant, il est maintenant acquis que les molécules
régulant le phénomeéne de morphogenése de branchement ou la mise en place des alvéoles
de sécrétion pendant le développement de la glande jouent aussi un réle important pendant
le développement d’une tumeur et /ou sa progression vers une forme plus agressive (pour
revue, Lanigan ef al, 2007). L’analyse des profils d’expression dans les tumeurs et
métastases combinées aux études menées dans les modeles murins ont permis de cerner un
grand nombre de mécanismes clefs. Les mieux décrits (ou les plus étudiés) sont repris ci-
dessous.

Le systeme hormonal comprenant la progestérone, les androgénes et leurs récepteurs
nucléaires respectifs ERalpha et PRA et B joue un role majeur dans la pathologie (pour
revue, Conzen, 2008). Ainsi, 70% des tumeurs du sein expriment le récepteur ERalpha qui
constitue une cible majeur pour différentes molécules pharmacologiques comme le
TAMOXIFEN®. ERalpha régule I’expression de nombreux génes dont ceux codant les
récepteurs a la progestérone PRA et PRB et la combinaison des deux voies induit un effet
synergique sur I’établissement d’hyperplasies de la glande mammaire. Cette étude menée
par Yang et collaborateurs montre donc le dialogue entre la voie de signalisation des
cestrogénes et celle de la progestérone lors de 1’établissement des tumeurs mammaires
(Yang et al., 2010).

La Cycline D1 est aussi une molécule importante qui constitue le lien entre la voie de
signalisation des cestrogeénes et la progression du cycle cellulaire dans les cellules
cancéreuses humaines ainsi que lors de I’acquisition pour ces cellules d’une résistance au
TAMOXIFEN® (Kilker and Planas-Silva, 2006; Yang et al., 2010). L’importance de la
Cycline D1 lors de la tumorigenése mammaire a aussi été évaluée par 1’utilisation de souris

transgéniques dans lesquelles son expression est inhibée par recombinaison homologue.
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Par cette technique, Xing et collaborateurs ont montré que la présence de la Cycline D1 est
absolument nécessaire pour l’induction de tumeurs de la glande mammaire par les
oncogenes ErbB2 ou Ras alors que la tumorigenese induite par Wnt-1 ou c-Myec n’est pas
affectée, possiblement a cause d’un phénomene de compensation par les Cycline D2 et D3

(Yuetal,2001).

De nombreux Récepteurs Tyrosine Kinase (RTK) sont aussi des acteurs majeurs de la
tumorigen¢se mammaire. C’est le cas des membres de la famille des récepteurs a I’EGF,
EGFR (ERBB1) ou ErbB2. Ainsi ErbB2 est surexprimé dans 20 a 30% des cancers du
sein et cette surexpression est inversement corrélée a la survie des patientes (Slamon et al.,
1987). La voie moléculaire impliquant I’EGFR, son ligand Areg et la métalloprotéase
Adam17, impliquée pendant le développement de 1’arbre épithélial a la puberté, est aussi
nécessaire pour la croissance et la survie de plusieurs lignées cellulaires cancéreuses
comme les cellules a fort pouvoir métastatique MDA-MB231. L’expression d’Adam17
semble étre associée a une diminution du taux de survie des patientes atteintes de cancer du
sein et des molécules pharmaceutiques ciblant I’activit¢é d’Adam17 pourraient ainsi étre
utilisées a des fins thérapeutiques (Kenny et al., 2007; Zheng et al., 2009).

L’Adaml17 n’est pas la seule métalloprotéase impliquée dans la progression du cancer
du sein. En effet les cellules cancéreuses mammaires déploient un arsenal de protéines
pouvant dégrader les molécules constituant la matrice extracellulaire. C’est le cas des
MMP2, 7, 9, 13 ou encore 14 qui favorisent la croissance de la tumeur mais aussi
I’échappement des cellules métastatiques et leur établissement dans d’autres organes (pour

revue, McSherry et al., 2007; Rodriguez et al.).

Enfin, différents facteurs de transcription controlent I’expression du génome en
intégrant les signaux transmis par les voies de signalisation dérégulées pendant le cancer
du sein (pour revue, Lanigan et al., 2007)). Ces facteurs de transcription semblent
notamment jouer un role trés important dans le contrdle de 1’état de différenciation des
cellules épithéliales mammaires (pour revue, Siegel and Muller, 2010). C’est le cas par
exemple des facteurs de transcription Gata3, StatSA ou encore le facteur de transcription
de la famille ETS, EIf5. L’¢état de différenciation des cellules cancéreuses mammaires est
directement li¢é au pouvoir métastatique de celles-ci (Figure 7). Récemment, Meni et

collaborateurs ont montré que 1’induction d’une transition épithélio-mésenchymateuse dans
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des cellules ¢épithéliales mammaires leur conférait des propriétés de cellules non

différenciées de type cellules souches (Mani ef al., 2008).

Cette présentation non exhaustive des principaux mécanismes moléculaires décrits pour
la tumorigenése mammaire permet d’apprécier toute la complexité des événements
contrdlant la dérive de la glande mammaire vers le processus tumoral. Il apparait aussi que
la compréhension des molécules impliquées dans la mise en place de la glande permet de
mieux extrapoler les connaissances sur le cancer du sein et ainsi de pouvoir envisager de

nouvelles stratégies thérapeutiques.

II. Les Facteurs de transcription PEA3 de la famille ETS

1- La famille ETS

Le fondateur de la famille des genes ets a été défini sur la base de son identité¢ de
séquence avec I’oncogene v-ets transduit par le rétrovirus aviaire E26 (Leprince et al.,
1983). De nombreux homologues ont ensuite ét¢ décrits dans divers modeles aussi bien
invertébrés (Hart et al., 2000; Hsu and Schulz, 2000) que vertébrés, dont environ 30
membres identifiés chez les mammiféres (25 chez ’homme, 26 chez la souris) (Hsu and
Schulz, 2000). Les genes de cette famille encodent des facteurs de transcription qui fixent
I’ADN par leur domaine de liaison a I’ADN, nomm¢ le domaine ETS (Karim et al., 1990).
Ce domaine, constitué d’environ 85 acides aminés, reconnait une séquence consensus
minimale : GGAA/T, appelée EBS (ETS Binding Site) (Karim et al., 1990; Nye et al.,
1992). En fonction du degré de conservation au niveau de ce domaine et de la similarité au
niveau de la structure de ces facteurs de transcription, treize groupes ont été décrits : ETS,
ELF, ERG, GABP, ELK, SPI, PEA3, PDEF, YAN, ER71, ERF, ESE et TEL (Figure 9)
(Laudet et al., 1999). La plupart de ces facteurs présentent leur domaine ETS en position
carboxy-terminale excepté pour les membres des groupes ELK et ERF et le facteur FEV.
En plus de ce domaine, les groupes ETS, ERG, ELG et TEL possédent un domaine
‘Pointed’ dans la région amino-terminale, qui forme une structure hélice-boucle-hélice
importante pour les interactions protéines-protéines (Kim et al., 2001). Un autre domaine
conservé entre plusieurs des membres de la famille ETS est le domaine dit ‘acide’, le plus
fréquemment observé dans la région amino-terminale. Ce domaine correspond a un

domaine de transactivation.
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Figure 9. Représentation schématique des différents facteurs de transcription de la
famille ETS. Les protéines sont classées en 13 groupes constituant la famille ETS, parmi
lesquels le groupe PEA3 (encadré), et sont alignées selon la position de leur domaine de
liaison a I’ADN, le domaine ETS. Le domaine Pointed présent chez certains membres est
représenté en rouge.

Adapté de (Laudet et al., 1999).
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Les facteurs ETS sont en général décrits comme de faibles régulateurs
transcriptionnels, essentiellement activateurs de la transcription. Leur activité est modulée
par des modifications post-traductionnelles (phosphorylation, acétylation, sumoylation et
ubiquitination) et ils agissent souvent en partenariat avec d’autres protéines. Les facteurs
ETS sont ainsi capables de contrdler 1I’expression de nombreux geénes impliqués dans les
processus biologiques participant a la vie cellulaire normale mais aussi a la cancérisation
(Figure 10). Le patron d’expression des facteurs ETS est tres différent selon les membres
et est résumé pour les principaux dans le tableau 1 (pour revue, Oikawa and Yamada,

2003).

PPP
P
4] | P
| S S
b Interactions
Modifications Post hter a'c
Traductionnelles Protéiques
I|< K Facteurs de Transcription

| ETS

'“@ Ub

Régulation des geénes cibles

—) | Activation transcription I

EBS
Ets Binding Site : consensus >é | Répression transcription ‘
minimal
5TGGAA/T3
Régulation des processus biologiques
Développement Normal Developpement Pathologique

Figure 10. Représentation schématique du mode d’action des protéines de la famille
ETS. Les facteurs de transcription de la famille ETS régulent I’expression de genes cibles
en se fixant & ’ADN au niveau de séquences consensus EBS (ETS Binding Site). Leur
activité est régulée par un ensemble de modifications post traductionnelles et d’interactions
avec des partenaires protéiques. L’ensemble de ces événements permet au final aux
membres de la famille ETS de réguler des processus biologiques lors du développement
normal ou pathologique.
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Nom Expression tissulaire

Etsl Organes lymphoides, cerveau, cellules endothéliales
Ets2 Ubiquitaire

Erg Cellules endothéliales, cellules hématopoiétiques, rein, tractus urinaire
Fli-1 Cellules hématopoiétiques, cellules endothéliales
GABPa Ubiquitaire

TEL Ubiquitaire

Elf-1 Cellules hématopoiétiques, foie, rein, intestin...
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 1. Expression tissulaire des principaux membres de la famille ETS.
D’apres (Oikawa and Yamada, 2003).

2- Le groupe PEA3

Au sein de la famille ETS, le groupe PEA3 se compose de trois membres : Pea3 aussi
nommé Elaf ou Etv4 (Higashino et al., 1993; Xin et al., 1992), Er81 ou Etvl (Brown and
McKnight, 1992; Jeon et al., 1995; Monte et al., 1995; Roussigne and Blader, 2006), Erm
ou Etv5 (Chotteau-Lelievre et al., 1997; Monte et al., 1994), qui possédent un domaine de
liaison a I’ADN (domaine ETS) conservé a 95%. Ces trois génes ont €té¢ mis en évidence
chez I’homme, la souris, le rat, le poisson ze¢bre, le xénope, le chimpanzé, le macaque, le
coq, le taureau et le chien. Hormis ce domaine, ces trois protéines se caractérisent par deux
autres régions fortement conservées, impliquées dans la régulation de la transactivation
et/ou dans 1’autoinhibition de la liaison & I’ADN (Brown et al., 1998; Laget et al., 1996).
La premicre correspond a une région amino-terminale de 32 acides aminés, riche en acides
aminés acides, conservée a plus de 80% entre les trois membres du groupe PEA3 et
dénommée ‘domaine acide’. La seconde région recouvre les soixante derniers acides
aminés et présente plus de 50% d’identité de séquence entre les trois facteurs. En plus de
ces domaines conservés, d’autres domaines de régulation négative ont ét¢ mis en évidence

pour les protéines PEA3 : deux domaines inhibiteurs de la liaison a I’ADN de part et
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d’autre du domaine ETS et deux domaines inhibiteurs de la transactivation situés de part et
autre du domaine de transactivation (illustré pour le facteur Pea3 dans la Figure 11)
(Bojovic and Hassell, 2001; Degerny et al., 2008; Greenall et al, 2001). L’analyse
phylogénétique indique que les membres Erm et Er81 sont trés proches alors que la
séquence du facteur Pea3 est 1égérement plus divergente (de Launoit et al., 1997). Chez
I’homme et la souris, les génes erm, er8l et pea3 sont constitués de 13 a 14 exons
s’étendant sur environ 15kb d’ADN génomique (Coutte et al., 1999; Monte et al., 1995;
Monte et al., 1996). Dans le génome humain, erm/etv5 est situé sur le chromosome 3 a la
position 3q27-29, pea3/elaf/etv4 sur le chromosome 17 a la position 17921, et er81/etvi
sur le chromosome 7 a la position 7p21. Dans le génome murin, erm est situ¢ sur le

chromosome 16, pea3 sur le chromosome 11 et er81 sur le chromosome 12.

1 49 75 417 480
Nter I Cter
1 42 85 100 245 334 417 480

N/ N/

Transactivation Liaison a PADN

. Domaine de transactivation

Domaines inhibiteurs
. Domaine de liaison a PADN .

Figure 11. Schéma représentant les domaines régulateurs de la protéine Pea3. Les
domaines de part et d’autre du domaine de transactivation (TD) régulent négativement la
transactivation liée au facteur Pea3. Les domaines de part et d’autre du domaine de liaison
a I’ADN ETS sont des domaines inhibiteurs de la liaison a I’ADN. Le domaine en position
carboxy-terminale -terminale (Cter) est aussi impliqué dans la transactivation. AD :
domaine ‘acide’.

Adapté de (Bojovic and Hassell, 2001).
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III. L’expression des facteurs de transcription du groupe
PEA3

Chez la souris, la localisation des transcrits des geénes pea3, erm et er81 a été étudiée
par la technique d’hybidation in situ au cours des différentes étapes du développement
embryonnaire. Ces études révelent que ces trois génes sont exprimés a tous les stades du
développement embryonnaire, depuis E6,5 ou les inductions embryonnaires se mettent
en place, puis au cours de P’organogenése et jusqu’aprés la naissance (Figure 12)
(Chotteau-Lelievre et al., 1997; Chotteau-Lelievre et al., 2001; Chotteau-Lelievre et al.,
2003).

Dans les stades précoces, le géne erm est exprimé a partir de E6,5 dans la portion
distale de I’oeuf au niveau de I’ectoderme, alors que 1’expression de pea3 apparait a partir
de E7,5 dans la partie postérieure de I’embryon. Ces deux facteurs présentent un patron
d’expression qui se recouvre en partie a tous les stades embryonnaires précoces. Au
contraire, les transcrits de er8/ ne sont pas détectés avant E9,0-9,5 (Chotteau-Lelievre et
al., 2001).

A travers les différents stades du développement embryonnaire, ils sont fortement
exprimés au niveau de nombreux organes mettant en jeu des interactions entre le
compartiment épithélial et le mésenchyme adjacent, comme le cerveau, les reins, les
poumons ou le cceur ainsi que lors de la mise en place du systeme nerveux (Chotteau-

Lelievre et al., 1997) (pour exemple, Figure 13).

Au niveau du systéme nerveux, I’expression du facteur Pea3 comme celle du facteur
Er81 définit I’identité de groupes de neurones sensoriels du ganglion de la racine dorsale et
de motoneurones dans les régions branchiales et lombaires de la colonne latérale motrice
du tube neural Figure 14A (Lin et al., 1998). Erm quand a lui est exprimé dans les cellules
neurales des racines ganglionnaires dorsales, du ganglion sensoriel cranial et du ganglion
sympathique Figure 14B (Chotteau-Lelievre ef al., 1997; Hagedorn et al., 2000). Plus tard,
il a été montré que les trois membres sont retrouvés dans les fibres intrafusales des muscles
pendant les stades précoces du développement du membre et persistent apres la naissance
(Arber et al., 2000; Hippenmeyer et al., 2002) et dans la zone ventriculaire du néocortex
des le milieu de I’embryogenese (Hasegawa et al., 2004). Les génes er8l et pea3 sont
exprimés dans les récepteurs sensoriels de la peau appelés corpuscules de Pacini (Sedy et

al., 2006), er81 dans les cellules de Schwann (Parkinson et al., 2002)et dans les
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Figure 12. Illustration du patron d’expression de pea3 (a), erm (b) et er81 (c) sur des
coupes transversales d’embryons de souris de 15,5 jours par hybridation in situ. pea3,
erm et er81 sont exprimés au niveau de nombreux organes comme le cerveau, les reins, les
poumons, le cceur (non présents sur ces coupes), les glandes salivaires (sg), le tissu neural
incluant la moelle épinicre (sp) et les motoneurones dans lesquels I’expression de pea3 est
trés importante (mn), les dents (¢bauche de molaire, ma), etc...drg, ganglions de la racine
dorsale; ma, ébauche de molaire; nc, cavité nasale; sg, glande salivaire; sp, colonne
vertébrale; th, thymus; tr, trachée; to, langue; mn, motoneurones; squelette cartilagineux
(fleche). Echelle : 550 mm.

D’apres (Chotteau-Lelievre et al., 1997).

Figure 13. Observation de ’expression de pea3 (a), erm(b) et e81 (c) dans des
embryons de souris de 9,5 (A) et 15,5 (B) jours par hybridation in situ. A. Coupes
transversales d’embryon de 9,5 jours au niveau du métanephros. pea3 et erm sont exprimés
a I’extrémité des canaux épithéliaux du canal collecteur de Wolff; I’expression de er81 est
située au niveau du mésenchyme. B. Coupes transversales de poumon d’embryon de 15,5
jours. L’expression de pea3 et d’erm est située au niveau de 1’épithélium des bourgeons
terminaux en cours de progression dans le mésenchyme pulmonaire; 1’expression de er§/
est située au niveau du mésenchyme.

D’aprés (Chotteau-Lelievre ez al., 1997) (A) et (Chotteau-Lelievre et al., 2003) (B).
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neurones pyramidaux de la couche V du cortex ainsi que dans le thalamus (Figure 14C).

(Yoneshima et al., 2006).

Les trois membres du groupe PEA3 présentent un patron d’expression spécifique et
assez récurrent, associé aux organes se mettant en place par morphogenése de
branchement. Ce type d’organogenése fait intervenir des interactions entre le
compartiment épithélial et le mésenchyme adjacent de mani¢re a permettre a un
compartiment épithélial de progresser dans un compartiment mésenchymateux en formant
une arborescence, comme c’est le cas pour le poumon, le rein mais aussi la glande
mammaire (Chotteau-Lelievre et al., 1997; Chotteau-Lelievre et al., 2001).

Le modele général d’expression de ces trois geénes lors de la morphogenése de
branchement est le suivant : les génes pea3 et erm sont généralement exprimés au niveau
du feuillet épithélial dans les bourgeons épithéliaux (TEB) ou le branchement s’opere, et le
gene erd8l au niveau du mésenchyme entourant ces bourgeons (Chotteau-Lelievre et al.,

1997, Chotteau-Lelievre ef al., 2001; Lu et al., 2009).

Le modele de la glande mammaire est celui pour lequel nous disposons de plus
d’informations. Ainsi, I’expression des trois genes est observée a tous les stades du
développement de la glande, dés la mise en place du bourgeon épithélial des cinq paires et
jusqu’a I’évolution post-natale.

A I’état embryonnaire, les génes pea3, erm et er§1 sont fortement exprimés a E15,5 au
niveau du bourgeon épithélial (Chotteau-Lelievre ef al., 1997; Kurpios et al., 2009). Lors
des différents stades de développement post-natal, I’expression de pea3 et erm est détectée
spécifiquement au cours de la puberté et de la gestation, et ceci uniquement au niveau des
tubules épithéliaux en cours de formation alors qu’aucun signal n’a pu étre détecté au cours
de la lactation ou de I’involution (Figure 15. A.) (Chotteau-Lelievre et al., 2003). Plus
récemment, une étude réalisée en utilisant des souris dans lesquelles I’expression du géne
lacz est sous le contrdle du promoteur d’un des deux alleles des geénes pea3, erm ou er8l
endogenes, a permis d’affiner la localisation de 1’expression transcriptionnelle de ces
facteurs de transcription. Il apparait dans cette étude que pea3 et erm sont exprimés dans
les cellules progénitrices de la coiffe des TEB ainsi que dans les cellules myoépithéliales,
alors que er81 est exprimé dans les cellules épithéliales luminales des tubes épithéliaux

(Kurpios et al., 2009) (Figure 15B).
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Figure 14. Expression des membres du groupe PEA3 au cours du développement du
systéme nerveux. A. Coupes transversales de la moelle épiniére d’un embryon de poulet
au stade de développement 35. Pea3 et Er81 sont exprimés dans les motoneurones de la
moelle épiniére au niveau branchiale et lombaire.

Adapté de (Lin ez al., 1998).

B. Coupe transversale d’un embryon de souris a 15,5 jours et expression de erm au niveau
des racines ganglionnaires dorsales (DRG).

Adapté de (Chotteau-Lelievre et al., 1997).

C. Coupe transversale du cortex cérébral de rat 7 jours apres la naissance. Le marquage de
er81 par hybridation in situ indique son expression spécifique dans la couche V du cortex
cérébral.

Adapté de (Yoneshima et al., 2006).
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Chez I’adulte, que ce soit chez ’homme ou chez la souris, les geénes erm et er8l
présentent une expression ubiquiste mais avec une expression plus marquée dans le
testicule, le cerveau, le poumon et le colon, tandis que les ARNm de pea3 sont uniquement
détectés au niveau du testicule, du cerveau, de la glande pituitaire, du placenta et de la
glande mammaire (Brown and McKnight, 1992; Chotteau-Lelievre et al., 1997; Ishida et
al., 2006; Jeon et al., 1995; Monte et al., 1994; Monte et al., 1995; Xin et al., 1992).

A. B.

pea3/Nz

er81+/N.Z B

Figure 15. Expression des membres du groupe PEA3 lors de la mise en place de la
glande mammaire. A. Expression de pea3, erm et er81 par hybridation in situ au stade
pubertaire de 26 jours post-natal. pea3 et erm sont exprimés au niveau des tubules
épithéliaux alors que 1’expression de er§7 n’a pas pu étre détectée dans cette étude (ed).
Barre : 200pum.

D’apres (Chotteau-Lelievre et al., 2003).

B. Expression de pea3, er81 et erm dans des souris pea3™™ %, erm™™“% et er81™™*
respectivement, représentée par la visualisation de la coloration liée a 1’expression de la
Béta-Galactosidase. La fléche creuse indique I’expression dans les ‘cap cells’ des TEB
pour a, c et e. La fleche pleine indique 1’expression dans les ‘body cells’ pour a, c et e. La
fleche creuse indique 1’expression dans les cellules myoépithéliales pour b, d et f. La fleche
pleine indique I’expression dans les cellules épithéliales luminales pour b, d et f.

D’apres (Kurpios et al., 2009).
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IV. Etude de la fonction des facteurs de transcription du
groupe PEA3 au cours du développement

Jusqu’a relativement récemment, a part la fonction d’activateurs (majoritairement) ou
répresseurs de la transcription, peu de rdles avaient pu étre définis pour ces molécules.
Depuis, les patrons d’expression des membres du groupe PEA3 lors du développement ont
pu étre complétés par la mise en place de modeles murins d’inhibition de leur expression
et/ou de leur fonction. Ces modeles ont permis de mettre en évidence que les facteurs Pea3,
Erm et/ou Er81 (en fonction des études) sont cruciaux pour la mise en place ou le
développement de certains organes, tissus ou fonction physiologique. Il a ainsi été
démontré que Pea3, Erm et/ou Er81 participent a la formation des membres antérieurs, sont
importants pour la spermatogen¢se, la mise en place du systéme nerveux et pour la
formation des poumons, reins ou glande mammaire, organes mis en place lors du

développement embryonnaire par morphogenése de branchement.

1- Pea3, Erm et la formation des membres antérieurs

Deux études basées sur 1'utilisation de techniques différentes ont montré I’importance
de Pea3 et Erm dans le controle de la formation des membres antérieurs chez la souris. En
effet, sous le controle de la voie FGF, Pea3 et Erm régulent négativement I’expression de
la protéine Sonic Hedgehog (SHH) dans la partie antérieure du mésenchyme du bourgeon
de membre. Ainsi I’utilisation d’un dominant négatif des membres du groupe PEA3 ou
I’inactivation de Pea3 et Erm par recombinaison homologue chez la souris entraine une
perte de polarisation lors de la formation du membre antérieur et 1’apparition d’un

phénotype de type polydactyle (Mao ef al., 2009; Zhang et al.).

2- Le facteur Erm et la spermatogenése

Différentes études ont montré I’importance d’Erm pour la prolifération et donc 1’auto-
renouvellement des cellules souches germinales dans le testicule de souris. Tout d’abord
des travaux menés sur des souris erm-/- indiquent que celles-ci sont viables mais que les
males sont stériles. Cette stérilité est due a un probléme de sécrétion des cellules de Sertoli
qui entretiennent le renouvellement des cellules souches germinales. On observe alors une
perte des cellules souches germinales aprés la premiére vague de spermatogenése Figure

16 (Chen et al., 2005). Méme si les mécanismes moléculaires impliqués et le role précis
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Figure 16. Représentation schématique de la fonction du facteur de transcription
Erm lors de la spermatogenése. La spermatogenése est assurée par les cellules souches
germinales (CSG) qui subissent une série d’étapes de différenciation aboutissant a la
formation des spermatozoides. Dans le méme temps les cellules souches germinales ont la
capacité de s’autorenouveller afin d’entretenir un stock de cellules souches diponibles pour
les étapes de différenciations. Erm est exprimé dans les cellules de Sertoli (CS) entourant
les cellules souches germinales. La délétion d’erm dans les souris erm™ entraine un défaut
de renouvellement des cellules souche germinales dont le stock s’épuise alors deés la
premiére vague de spermatogenese ne pouvant plus assurer les vagues de différenciation
suivantes. Il en résulte donc des souris males stériles.

Adapté de (Chen et al., 2005).
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Figure 17. Représentation schématique de la migration et du devenir des cellules de la
créte neurale lors du développement embryonnaire. A. Les cellules des crétes neurales
se détachent du tube neural et migrent a travers I’embryon pour former divers types
cellulaires. B. Une fois atteint leur destination au sein de 1’embryon les cellules se
différencient et générent alors divers types cellulaires. L’expérience de Paratore et
collaborateurs indiquent que le facteur Erm intervient lors de cette étape de différenciation
notamment pour la formation des cellules neuronales et gliales (fleches vertes).

Adapté de (Kulesa et al., 2010; Paratore et al., 2002).
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du facteur Erm ne sont pas encore ¢lucidés il semblerait que dans les cellules de Sertoli, le
facteur Erm soit responsable de la production de certains facteurs comme la chemokine
SDF1 (CXCL12) suite au traitement de cellules de Sertoli par le FGF2 (Yoon et al., 2009).
Enfin, plus récemment, il a été décrit que Erm est aussi important pour le développement
des cellules souches germinales du testicule. En effet il est directement exprimé dans ces
cellules suite a leur stimulation par le GDNF et I’activation des voies PI3K/AKT et SKF.
Cette régulation de 1’expression serait importante pour le maintien et le renouvellement des
cellules souches germinales in vitro (Oatley et al., 2007). De plus, I'implantation de
cellules souches germinales n’exprimant plus Erm dans le testicule de souris dépourvu de
cellules souches germinales ne permet pas de reproduire une spermatogenese normale

soulignant donc bien le réle de Erm pour le maintien de ces cellules (Morrow et al., 2007).

3- Les membres du groupe PEA3 et la mise en place du systeme nerveux

Au cours du développement du cortex, dans les précurseurs des neurones corticaux,
I’expression spatio-temporelle de Pea3, Erm et Er81 est régulée par le FGF18 et son
récepteur FGFR3. Il a aussi ét¢ montré que des souris transgéniques exprimant une
protéine dominant négatif de Pea3, Erm, Er81 ou du FGFR3 présentent des défauts
similaires de positionnement des neurones corticaux. Ces résultats indiquent donc que la
voie de signalisation FGF18-FGFR3 sollicite les membres du groupe PEA3 pour la
migration de cette population neuronale (Hasegawa et al., 2004).

Le facteur Erm lui, semble important pour la mise en place de la créte neurale, tissu
embryonnaire qui subit une TEM et dont les cellules migrent vers de nombreux endroits du
corps ou elles se différencient en un grand nombre de structures, dont des neurones
ganglionnaires. L’utilisation d’un dominant négatif de ce facteur dans les cellules de la
créte neurale réduit leur différenciation en neurones et stimule leur différenciation en
cellules de la glie. Néanmoins, le facteur Erm est aussi requis pour la prolifération des
cellules de la glie sans que cela n’affecte leur destinée (Figure 17) (Paratore et al., 2002).
Dans un autre contexte, il a ét€ montré que, dans les cellules musculaires, le facteur Erm
régule ’expression de geénes au niveau des synapses avec les axones des motoneurones.
Une inhibition de son expression chez la souris induit une perte d’expression de ces génes
associée a des faiblesses musculaires similaires a celles observées chez les personnes

atteintes du syndrome myasthénique congénital (Hippenmeyer et al., 2007).
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Neurones sensoriels —— Motoneurones

Figure 18. Représentation de I’implication des facteurs de transcription Pea3 et Er81
lors de la mise en place des motoneurones et neurones sensoriels. Chez les souris
sauvages les neurones sensoriels innervent les muscles et transmettent 1’information aux
motoneurones présents dans la moelle épiniére qui envoient alors un signal aux cellules
musculaires cibles. L’inhibition de Pea3 (Pea3 mutant) ou du GDNF (GDNF mutant)
entraine un défaut de positionnement des corps cellulaires de motoneurones dans la moelle
épiniére et des défauts de projection des axones dans les muscles cibles. Une répression de
I’expression de Er81 (Er81 mutant) entraine un défaut de projection des axones de
neurones sensoriels et une perte de connexion entre ces neurones et les motoneurones.
LD (lactissimus dorsi) et CM (cutaneous maximus) : muscles cibles innervés.

Adapté de (Koo and Pfaff, 2002).
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Figure 19. Représentation schématique du dialogue s’établissant entre Pea3 et les
voies du GDNF et du HGF lors de la mise en place des motoneurones. La stimulation
des motoneurones par le GDNF induit I’expression de Pea3 puis la stimulation par le HGF
permet le positionnement des corps cellulaires et la croissance des axones des
motoneurones exprimant Pea3.

D’aprés (Chauvet ef al., 2004).
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Concernant Pea3, 1’équipe de John Hassell a pu mettre en évidence que son
invalidation par recombinaison homologue entraine un probléme de stérilité chez les souris
males, et que la stérilité¢ provenait d’un probléme d’¢jaculation qui pourrait étre d’origine
nerveuse, méme si aucune preuve n’a encore pu étre amenée (Laing et al., 2000). 11 est
maintenant bien établi que Pea3 et Er81 participent de fagcon complémentaire a la mise en
place d’un réseau complexe de neurones sensoriels et de motoneurones permettant le
mouvement des muscles des membres chez la souris. L’analyse de la fonction de Pea3 et
Er81 a ainsi été étudiée a partir de souris dans lesquelles leur expression est réprimée par
recombinaison homologue (pea3™ et er81 7).

De ces ¢études il ressort que le facteur Pea3 controle 1’arborisation terminale et le
positionnement final des corps cellulaires des motoneurones. La perte de fonction du
facteur Pea3 dans des souris pea3” résulte en une perte dramatique de 1’arborisation et de
I’innervation des muscles cibles des motoneurones exprimant en temps normal pea3. Ce
défaut est visible tant dans les phases précoces embryonnaires que post-natales. Les corps
cellulaires des motoneurones sont eux déplacés de leur positionnement caractéristique dans
la colonne motrice latérale (Figure 18) (Ladle and Frank, 2002; Livet et al., 2002). Par
contre, ’absence du facteur Pea3 n’a pas d’influence sur les neurones sensoriels ou sur les
connexions interneuronales (Ladle and Frank, 2002).

Plusieurs études ont été menées pour comprendre les voies de signalisation impliquant
Pea3 dans le controle des événements décrits précédemment. Ainsi, dans un mutant nul
pour le GDNF (Glial Derived Neurotrophic Factor), 1’expression du facteur Pea3 est
absente dans la plupart des motoneurones et cela conduit au méme phénotype que celui
décrit dans les mutants pea3”” (Haase et al., 2002). De la méme maniére, une mutation
inhibitrice du récepteur Met, empéchant sa signalisation, donne un phénotype ressemblant
a ceux des souris gdnf ou pea3’et 'on observe une diminution de I’expression de pea3
d’environ 60% au niveau des motoneurones. Il est intéressant de noter que 1’expression du
facteur Pea3 est requise pour 1’expression du récepteur Met a ce niveau. Le GDNF induit
I’expression de pea3 dans les motoneurones en position caudale puis ces motoneurones,
sous I’influence de I’HGF, induisent I’expression de pea3 dans les motoneurones en
position rostrale (Figure 19) (Helmbacher et al., 2003). GDNF et HGF sont donc des
facteurs sécrétés en périphérie qui contrdlent dans certains motoneurones I’expression du
facteur Pea3 qui a son tour, contrdle I’expression des geénes responsables de la position des

corps cellulaires ainsi que du trajet des axones. Enfin, dans un mutant de délétion radih2”
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de la rétinaldéhyde deshydrogénase, une enzyme de la voie de synthése de I’acide
rétinoique, les neurones exprimant pea3 sont mal positionnés dans la colonne motrice

latérale, cependant le mécanisme impliqué n’est toujours pas clair (Vermot et al., 2005).

Le facteur Er81 est impliqué dans la régulation de la formation des connections
synaptiques entre les neurones afférents sensoriels la et les motoneurones. En 1’absence
d’expression de Er81, les souris sont viables a la naissance pendant 3 a 5 semaines mais
présentent une ataxie des membres et une mauvaise posture de flexion/extension. Les
axones des neurones sensoriels proprioceptifs sont incapables de faire une arborisation a
proximité des dendrites des neurones moteurs, se terminant prématurément au niveau
dorsal dans la moelle épinicre (Figure 18) (Arber et al, 2000). I1 semblerait que
I’expression d’Er81 dans les neurones sensoriels contrdle le moment de leur différenciation
terminale. Une perte d’expression ou une expression précoce dans le temps entraine un
défaut de différenciation menant & un défaut de croissance des neurites et axones et ayant
pour conséquence une perte de la capacité de ces neurones a former des connexions avec
les motoneurones (Hippenmeyer et al., 2005). Il est important de noter que le phénotype
observé dans le systéme nerveux des souris er8/-/- peut étre complété par un défaut de
différenciation des cellules du fuseau neuromusculaire normalement innervées par les
neurones sensoriels exprimant Er81 ainsi que par une diminution du nombre d’organes
tendineux de Golgi qui sont des mécanorécepteurs (Arber et al., 2000; Kucera et al., 2002).

Tout comme pour Pea3, différentes voies de signalisation régulant et étant régulées par
le facteur de transcription Er81 au cours du développement du systéme nerveux ont pu étre
mises en évidence.

Ainsi des souris dans lesquelles I’expression des génes codant la Neurotrophine 3 et la
protéine pro-apoptotique Bax est inhibée par recombinaison homologue (souris bax™/nt3™")
présentent le méme défaut de projection des axones des neurones sensoriels proprioceptifs
que les souris er81™". De plus I’expression du facteur Er81 est en paralléle diminuée dans
ces neurones sensoriels et la stimulation de cette population neuronale par ’ajout de

Neurotrophine 3 induit I’expression de Er81 (Patel et al., 2003).
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4- Les facteurs du groupe PEA3 et la morphogenése de branchement
a. Erm et la formation des poumons

Au niveau du poumon, I’expression d’un transgéne codant une protéine dominant
négatif de Erm, EngR-erm, entraine un blocage de développement des poumons, aussi bien
lors du phénomeéne de morphogenese de branchement que lors de la différenciation des
cellules précurseurs. En effet, la différenciation se fait bien au niveau des cellules
proximales pour donner les cellules ciliées et les cellules de Clara. Par contre, la
différenciation des cellules distales en alvéoles matures de type I ou Il n’a pas lieu (Eckel

et al.,2003).

b. Pea3, Erm et la formation des reins

Concernant le développement des reins, des travaux récents ont permis de montrer
I’importance des facteurs Pea3 et Erm en tant que régulateurs de ’activité¢ de la voie
activée par le GDNF et son récepteur Ret. Ainsi, des explants de bourgeons de rein
stimulés par le GDNF présentent une expression plus importante de Pea3 et Erm (Aaltonen
et al., 2009). Cette régulation est cruciale puisque des souris dans lesquelles I’expression
de Pea3 et Erm est tout ou partie inhibée par une technique de recombinaison homologue
(Pea3”; Erm™) présentent un arrét complet de développement des reins similaire a celui
observé chez des souris Ret”. Ce défaut de développement est dd a un arrét du processus
de morphogenese de branchement des tubules épithéliaux ou sont normalement exprimés
Pea3 et Erm (Figure 20) (Kuure et al., 2010; Lu et al., 2009). 1l est intéressant de noter que
I’activation de Pea3 et Erm par le GDNF permet I’expression de nombreux genes cibles
dont le géne met codant le récepteur au HGF (Lu et al., 2009). Il existe donc dans un
organe se mettant en place par morphogenése de branchement comme le rein, un
mécanisme de régulation similaire a celui observé lors de la mise en place des

motoneurones et impliquant le GDNF, les membres du groupe PEA3 et la voie HGF/Met.
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Figure 20. Représentation schématique de I’implication des facteurs Pea3 et Erm lors
de la formation des reins par morphogenése de branchement chez I’embryon de
souris. Pendant le développement embryonnaire, a partir de 10,5 jours, le canal de Wolff
entre dans le mésenchyme métanéphrique et se développe par morphogenése de
branchement. Les zones en bleu indiquent 1’expression de Pea3 et Erm chez les souris
sauvages (Pea3”" ; Erm™"). L’inhibition de Pea3 et Erm (Pea3” ; Erm™") entraine un arrét
de la morphogenese de branchement. M= Mésenchyme métanéphrique, CW= Canal de
Wolff.

D’aprés (Lu et al., 2009).
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c¢. Pea3, Erm et la mise en place de l'arbre épithélial nammaire

Récemment, le role de Pea3 lors des différents stades de développement de la
glande mammaire a 6té analysé en utilisant des souris pea3”". Ainsi 1’équipe de John
Hassell a montré que I’inhibition de Pea3 entrainait une diminution du nombre d’alvéoles
de sécrétion pendant la gestation et une augmentation du nombre de bourgeons épithéliaux
terminaux pendant la puberté. Ce résultat indique donc potentiellement une fonction dans
la différenciation lobulo-alvéolaire et une fonction qui serait ici inhibitrice du phénoméne

de morphogenese de branchement pour Pea3 (Kurpios et al., 2009).

Cet effet semble contredire une étude menée dans le laboratoire indiquant
I’induction de capacités morphogénétiques suite a la surexpression de fagon constitutive
des facteurs Pea3 ou Erm dans des cellules épithéliales mammaires « normales ». En effet
ces cellules épithéliales ont la capacit¢ de former des branchements dans un gel de
collagene en condition de stimulation par I’HGF. Les cellules surexprimant le facteur Pea3,
comme le facteur Erm ont la capacité de faire une arborescence spontanée en gel de
collagéne en absence d’HGF, ce dont les cellules parentales sont incapables, arborescence
équivalente a celle obtenue avec les cellules parentales cultivées en présence d’HGF. La
surexpression des facteurs Pea3 et Erm, en présence d’HGF, permet d’augmenter cet effet
« morphogénétique ». De plus, ces cellules acquierent une capacité invasive en gel de

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

Cependant, 1’étude menée par le laboratoire de John Hassell montre aussi que
I’expression de pea3, erm et er81 est retrouvée dans les cellules progénitrices de la coiffe
(Kurpios et al., 2009). Ces cellules ont un fort pouvoir prolifératif, invasif et migratoire
donc Pea3 pourrait étre impliqué dans le contréle de ces effets cruciaux pour la mise en
place de la glande mammaire. Ces données seraient alors en accord avec ’effet de la
surexpression de Pea3 sur les capacités de migration et d’invasion des cellules épithéliales
entralnant des capacités morphogénétiques accrues observées dans 1’équipe (Chotteau-
Lelievre et al., 2003).

L’augmentation de la quantité¢ de bourgeons épithéliaux terminaux observée dans
les souris pea3”" serait alors, selon les auteurs, probablement due au fait que Pea3 soit aussi
impliqué dans le contrdle de la différenciation des cellules progénitrices pendant la puberté

et la gestation. En effet, I’inhibition de Pea3 entraine 1’accumulation de cellules non
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différenciées en état de prolifération, ces cellules pourraient alors participer au phénoméne
de morphogenése de branchement (Figure 21) (Kurpios et al., 2009).

En conclusion, les facteurs de transcription Pea3 et Erm sont importants pour la
mise en place de l’arbre épithélial mammaire lors du développement chez I’adulte.

Nénamoins, les mécanismes moléculaires régulés par ces facteurs dans ce contexte restent

a découvrir.

Prolifération Différenciation Phénotypes
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@ Alvéoles de sécrétion
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Figure 21. Représentation schématique du role de Pea3 lors de la différenciation des
cellules progénitrices de la glande mammaire pendant la puberté et la gestation. Pea3
est fortement exprimé dans les cellules progénitrices de la coiffe des TEB et son expression
devient nulle suite a leur différenciation. L’inhibition de Pea3 (pea3”) par recombinaison
homologue entraine un défaut de différenciation et une accumulation de cellules en
prolifération participant probablement a une augmentation du nombre de bourgeons

¢pithéliaux terminaux (TEB) a la puberté et une diminution du nombre d’alvéoles de
sécrétion pendant la gestation.

D’apres (Kurpios et al., 2009).
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V. Les membres du groupe PEA3 et le Cancer

Le cancer est la seule pathologie pour laquelle I’'implication des membres du groupe
PEA3 est documentée. Pea3, Erm et Er81 sont surexprimés dans un certain nombre de
tissus tumoraux provenant de divers organes comme 1’estomac (Yamamoto et al., 2004), le
colon (Horiuchi et al., 2003; Nosho et al., 2005a; Nosho et al., 2005b), le tractus oral
(Shindoh et al., 1996), I’ovaire (Davidson et al., 2003; Davidson et al., 2004) ou encore le
cerveau (Jiang et al., 2007b).

Dans quelques cas particuliers de cancers, les génes du groupe PEA3 sont réarrangés.
C’est le cas des sarcomes d’Ewing pour lesquels la translocation chromosomique de cinq
genes de la famille ETS a été observée dont er81 (Jeon et al., 1995) et pea3 (Kaneko et al.,
1996; Urano et al., 1996) (pour revue, (Arvand and Denny, 2001; Janknecht, 2005)). Les
protéines chimériques formées présentent, par I’apport d’une partiec du géne ews, un
potentiel transactivateur accru. De méme, pea3, erm et er§81 sont aussi réarrangés, dans
certains cancers prostatiques, avec la région non codante du gene TMPRSS2
(Transmembrane protease serine 2) (Helgeson et al., 2008; Tomlins et al., 2006; Tomlins

et al., 2005).

Une surexpression de ces facteurs de transcription est aussi observée lors de la
cancérogenese des organes qui se développent par morphogenése de branchement (par
exemple poumon et sein). Dans ces organes la surexpression des membres du groupe
PEA3 est souvent corrélée au potentiel invasif des tumeurs et 1’utilisation de modeles
cellulaires a permis de montrer qu’ils pouvaient induire des capacités d’invasion et

migration in vitro et in vivo.

1- PEA3 et le cancer du Poumon

L’¢étude de tumeurs du poumon a petites cellules (NSCLC) et de lignées cellulaires
cancéreuses du poumon montre que 1’expression de I’ARN messager pea3 est détectée
dans la plupart des cas, alors que son expression n’est pas retrouvée dans le poumon
normal et dans les lignées cellulaires correspondantes. De plus, la surexpression
constitutive du facteur Pea3 dans des cellules cancéreuses de poumon (NSCLC) qui
n’exprime pas le facteur Pea3, augmente les capacités de migration et d’invasion de ces

cellules (Hiroumi et al., 2001). Le facteur Pea3 va aussi pouvoir activer la voie
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Rho/ROCK, et par cette voie réguler I’invasion et la migration des cellules (Hakuma et al.,
2005). Ces cellules surexprimant le facteur Pea3 injectées soit par voie sous-cutanée, soit
en intra pulmonaire dans des souris immunodéficientes, induisent la formation de tumeurs.
Dans la plupart des cas, les tumeurs sont accompagnées de métastases dans le cas des
injections intra-pulmonaires (Hakuma et al., 2005). Upadhyay et collaborateurs ont montré
que I’inhibition de Pea3 dans des cellules cancéreuses pulmonaires entraine une diminution
de leur potentiel invasif et que la surexpression de Pea3 dans des cellules épithéliales
bronchiques non transformées entrainait la perte de I’expression de marqueurs épithéliaux
et ’expression de marqueurs du mésenchyme indiquant I’induction d’une transition
épithélium-mésenchyme (Upadhyay et al., 2006). Enfin, dans des cellules de poumon a
potentiel métastatique (PGBE1), le facteur Pea3 va pouvoir activer la Betal,4-
galactosyltransferase I. Les deux protéines sont surexprimées dans ces cellules par rapport
a des cellules non métastatiques comme les PGLH7 et sont impliquées dans leur potentiel
invasif. De plus, la surexpression du facteur Pea3 dans les cellules PGLH7 entraine une

augmentation de la capacité de migration de ces cellules (Zhu et al., 2005).

2- PEA3 et cancer du sein

Plusieurs analyses de I’expression des membres du groupe Pea3 indiquent qu’ils
sont régulicrement surexprimés dans les tumeurs du sein et que cette surexpression est
corrélée au stade d’évolution de la maladie. En effet méme si une étude contradictoire
réalisée sur des patientes japonaises a montré un taux de survie plus élevé chez celles dont
les tumeurs expriment pea3 (Kinoshita et al., 2002), des études plus récentes portant sur
des tumeurs humaines confirment le role du facteur Pea3 dans la cancérogenése mammaire
en tant que marqueur de 1’agressivité tumorale (Bieche et al., 2004) et de la progression
tumorale en effusion maligne (Davidson et al., 2004), et celui d’Erm comme valeur
pronostique des cancers épithéliaux mammaires (Figure 22) (Chotteau-Lelievre et al.,

2004).

La surexpression des membres du groupe PEA3 est aussi décrite dans des lignées
cellulaires cancéreuses mammaires plus particulierement dans les cellules plus agressives

en terme de capacité a induire des métastases en xénogreffe dans des souris
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Figure 22. Corrélation entre le taux de survie et ’expression d’erm dans les tumeurs

du sein. L’expression importante d’erm est associée a un faible taux de survie des
patientes.

D’apres (Chotteau-Lelievre et al., 2004).
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immunodéficientes (Baert et al., 1997). Ce lien avec le pouvoir métastatique des
cellules cancéreuses mammaires a ¢€té reporté plusieurs fois. Ainsi la surexpression
ectopique de Pea3 dans des cellules cancéreuses mammaires non métastatiques MCF-7
leur confére des capacités de migration et la possibilit¢ de former des métastases apres
injection dans des souris immunodéprimées, capacités associées a une augmentation de
I’expression de I’enzyme de dégradation de la matrice extracellulaire Mmp9 (Figure 23)

(Kaya et al., 1996).

Enfin, on observe une forte relation entre ces facteurs de transcription et la

formation de tumeurs induites par des oncogenes comme Wnt-1 ou encore ErbB2.

""\\ .
™~
LN 7 Témoin
| @/ Pea3
Cellules MCF-7 =

Figure 23. Représentation schématique de ’expérience de Kaya et collaborateurs. Les
cellules MCF-7 injectées dans des souris immunodéprimées forment des tumeurs.
L’expression ectopique de Pea3 dans ces cellules leurs confére la capacité de faire des
métastases. T = Tumeur, M = Métastases.

Adapté de (Kaya et al., 1996).
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a. PEA3 et les cancers du sein surexprimant I'oncogéne Her2/Neu/ErbB2

La relation entre PEA3 et I’oncogéne Her2/Neu/ ErbB2 dans le cancer du sein se
fait a plusieurs niveaux. En effet différents auteurs ont décrit la surexpression de Pea3, Erm
et Er81 dans des tumeurs humaines surexprimant ErbB2 et les métastases associées, tout
comme dans des tumeurs murines induites par la surexpression de ErbB2 (Benz et al.,
1997; Bieche et al., 2004; Fleming et al., 2004; Galang et al., 2004; Myers et al., 2006;
Shepherd et al., 2001; Trimble et al., 1993).

D’un point de vue fonctionnel, Il semblerait que 1’activation du récepteur ErbB2
entraine une augmentation de I’activité transcriptionnelle des membres du groupe PEA3
sur les promoteurs de différents geénes cibles comme les génes mmpl, smad7 ou htert
(Dowdy et al., 2003; Goel and Janknecht, 2004; Goueli and Janknecht, 2004; Trimble et
al., 1993; Vageli et al., 2009). Cette activation de I’activité a aussi été observée sur les
promoteurs des geénes pea3 et erbb?2 indiquant une possible boucle de régulation positive
entre Pea3 et ErbB2 (Benz et al., 1997; Bosc et al., 2001). Cependant, il est a noter qu’une
¢tude menée dans des lignées tumorales mammaires et ovariennes indique que Pea3 peut
réprimer I’expression de ErbB2 en diminuant I’activité de son promoteur (Xing et al.,
2000). Enfin, Meyers et collaborateurs ont montré que la présence de I’oncogene ErbB2
dans des cellules primaires tumorales du sein favorise 1’expression de Pea3 suite a la
stimulation de ces cellules par les facteurs de croissance EGF et FGF, d’autres acteurs

importants de la tumorigenese mammaire (Myers ef al., 2006).

Enfin, des souris transgéniques exprimant une forme constitutivement active de
ErbB2 sous le controle du promoteur viral MMTV (MMTV-ErbB2) développent des
tumeurs mammaires d’origine épithéliale. Lorsque ces souris sont croisées avec des souris
exprimant un dominant négatif des membres du groupe PEA3 sous le contrdle du
promoteur MMTV (MMTV-DNPEA3), le délai d’apparition des tumeurs est augmenté
d’environ deux fois (Shepherd et al, 2001). Ce résultat montre bien la nécessité¢ de la
présence des facteurs de transcription du groupe PEA3 pour la cancérogenése induite par

I’oncogeéne ErbB2 dans la glande mammaire.
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b. PEA3 et les tumeurs induites par 'oncogéne Wnt-1

Les données disponibles sont exclusivement basées sur l’utilisation de modeles
murins. Ainsi, Pea3, Erm et Er81 sont surexprimés dans des tumeurs de la glande
mammaire induites par la surexpression de 1’oncogéne Wnt-1 par rapport au tissu
mammaire normal (Baker ef al., 2010; Howe ef al., 2001). L’implication fonctionnelle du
facteur Pea3 lors de ce phénomene a été analysée selon la méme stratégie que pour 1’étude
de I’oncogéne ErbB2, c'est-a-dire en utilisant un dominant négatif des facteurs de
transcription du groupe PEA3 sous le contréle du promoteur MMTV (MMTV-DNPEA3).
Cette ¢tude indique que le dominant négatif entraine un retard d’apparition des tumeurs.
De plus, les tumeurs apparaissant chez les souris MMTV-DNPEA3 semblent perdre
I’expression du dominant négatif pendant leur évolution. Tous ces résultats indiquent que
les facteurs de transcription du groupe PEA3 jouent un réle important pour la cancérisation

de la glande mammaire controlée par I’oncogéne Wnt-1 (Baker et al., 2010).

VI. Les voies de signalisation impliquant les facteurs du
groupe PEA3

L’ensemble des mécanismes décrits précédemment et permettant ’activation des
facteurs PEA3 sont contrdlés par des voies de signalisation intracellulaire. Certaines de ces
voies ont pu étre décrites pour PEA3 telles que celles controlées par 1’oncogéne Ras : la
voie MAP Kinases et la voie JNK / SAPK ou encore les voies PI3K/AKT (de Launoit et
al., 1997; Oatley et al., 2007). Ces voies sont régulées par I’activation de récepteurs
membranaires comme le récepteur ErbB2 ou le récepteur au GDNF, Ret, précédemment

décrits dans les paragraphes IV.4.b. et V.2.a. En plus de ceux la les membres du groupe

PEA3 ont aussi été reportés pour étre impliqués dans la voie Wnt B-Caténine, la voie du

FGF ou encore la voie de I’'HGF (Figure 24).

1- La voie Wnt/f} Caténine

Plusieurs données vont dans le sens d’une implication du facteur Pea3 dans la voie de
signalisation de la protéine Wnt-1. Cette voie est connue pour jouer un role aussi bien dans

le développement que dans la tumorigenéese. Le facteur Pea3, comme les facteurs Erm et

44



Ligands: WNT, FGF, GDNF, HGF

M

1
Cytoplasme Récepteurs: Erbb2, FgfR, Ret, Met

v

MAPK , JNK / SAPK, AKT

Noyau

ex: mmp2, 9

Développement / Cancer

Figure 24. Représentation schématique de la relation entre les facteurs de
transcription du groupe PEA3 et les voies de signalisation induites par les récepteurs
membranaires et leurs ligands, des mécanismes de régulation de P’activité des
membres du groupe PEA3 et de leur mode d’action. Les facteurs de transcription du
groupe PEA3 intégrent les signaux envoyés par les voies de signalisation issues de
I’activation des récepteurs membranaires en activant la transcription de geénes cibles.
L’activité de ces facteurs de transcription est régulée par les interactions avec d’autres
protéines et des modifications post-traductionnelles, P=Phosphorylation, Ac=Acétylation,
S=Sumoylation, Ub= Ubiquitination. L’achévement de ce mécanisme permet la régulation
d’étapes du développement sa dérégulation est fréquemment observée lors de divers
cancers comme le cancer du sein.
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Er81, semblent contribuer a la régulation de genes cibles de la voie Wnt-1/B-caténine,
comme le géne de la matrilysine (Crawford et al., 2001), le géne cox-2 (Howe et al., 2001)
ou le géne twist (Howe et al., 2003). De plus, le facteur Pea3 est surexprimé dans les
cellules C57/Wntl, mais aussi comme les facteurs Erm et Er81 dans les tumeurs
mammaires extraites de souris transgéniques surexprimant Wnt-1 (Howe et al., 2001) ainsi
que dans des cellules surexprimant la B-caténine (Liu et al., 2004). Enfin, Pea3 est aussi
capable de réguler I’expression de certains génes de la famille WNT comme le géne wnt5b

lors du développement des nageoires chez le poisson ze¢bre (Lee ef al., 2009).

2- La voie de signalisation du FGF

De nombreuses ¢études indiquent la forte relation entre les membres du groupe PEA3 et
la voie de signalisation FGF dans différents types d’organes et de cellules lors du

développement de divers organismes mode¢les.

L’activité¢ de la voie du FGF permet une régulation de I’expression des membres du
groupe PEA3. C’est le cas, lors du développement de I’embryon de Xénope ou
I’expression de Er81 est induite par les molécules bFGF et eFGF et que I’inhibition de
cette voie entraine une diminution de son expression.

Chez le poisson zebre ’expression de Pea3 et Erm est dépendante de I’activité de la
voie FGF lors de la mise en place des somites, du systéme nerveux, des yeux, du cceur ou
encore de ’endoderme du pharynx (Raible and Brand, 2001; Roehl and Nusslein-Volhard,
2001; Zhu and Guthrie, 2002).

Chez le poulet la transcription du facteur Pea3 lors du développement de la rétine est
régulée par I’activation du récepteur au FGF et par le FGFI1, en partie par la voie de
signalisation des MAP Kinases (McCabe et al., 2006).

Enfin, dans le poumon de souris, les facteurs Erm et Pea3 sont en aval de la voie de
signalisation induite par le FGF et répondent différentiellement aux différents FGF. Le
FGF7 et le FGF10 permettent I’expression de erm et pea3 dans 1’épithélium distal du
poumon cultivé dans une matrice extracellulaire de type Matrigel®, mais aussi au niveau de
I’endoderme du poumon entier. Le FGF2 permet aussi une induction de 1’expression des
deux geénes dans I’endoderme et le mésoderme. Le FGF9 lui permet une expression dans

I’épithélium proximal (Liu et al., 2003).
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Ainsi, le contréle des membres du groupe PEA3 par la voie du FGF est cruciale pour la
régulation de D’expression de génes cibles spécifiques et le développement de divers
organes. C’est le cas par exemple chez le poulet lors du développement du systéme
nerveux puisque Pea3 contréle I’expression du géne krox20 suite a la stimulation par le
FGF3 dans les rhombomeres 3 et 5 (Weisinger et al., 2010). De méme, dans le sclérotome,
Pea3 contrdle la régulation de 1’expression du facteur de transcription scleraxis (régulateur
du développement du mésoderme) par la voie de signalisation du FGF (Brent and Tabin,
2004).

Chez la souris, Erm et Pea3 sont en aval de la voie de signalisation du FGF et régulent
ainsi la migration et le positionnement des neurones corticaux (Hasegawa et al., 2004).
Pea3 et Erm régulent aussi la morphogenese contrdlée par les voies de signalisation
FGF10/FGFR2 et Ret lors du développement du rein (Michos et al.).

Chez le poisson zebre, Pea3 et Erm régulent 1I’expression de nombreux geénes cibles de
la voie FGF lors de différents stades de développement du poisson et notamment le géne
dusp6 lors de la mise en place du ceeur (Znosko ef al., 2010). Enfin I’activation de Pea3 par
la voie FGF module I’activité de la voie de signalisation Sonic Hedgehog dans la rétine en
controlant I’expression du geéne shh et lors du mécanisme de régénération des nageoires en

contrdlant I’expression du géne Wnt5b (Lee et al., 2009; Vinothkumar et al., 2008).

3- La voie de signalisation de ’HGF

Peu de données sont disponibles quant au role des membres du groupe Pea3 dans la
voie de signalisation induite par ’HGF et son récepteur Met. Cependant, il a ét¢ montré
qu’il existe une boucle de régulation positive entre Pea3 et la voie HGF cruciale pour la
progression d’un groupe de motoneurones depuis la partie caudale vers la partie rostrale de
I’embryon chez la souris. Dans cette boucle Pea3 régule I’expression de Met le récepteur
au HGF et le couple HGF/Met régule 1’expression de Pea3 (Helmbacher et al., 2003).

Des données indiquent que I’expression de pea3 est augmentée de maniere dose-
dépendante par ’HGF dans un modele cellulaire de carcinome squameux oral, cet effet
étant associé a une augmentation de 1’expression de différentes enzymes de dégradation de
la matrice extracellulaire (MMPs) ainsi qu’a une augmentation du potentiel invasif des
cellules (Hanzawa et al., 2000). Dans un modele de cellules du poumon, I’ajout de
HGF/SF entraine une augmentation des capacités de migration et d’invasion des cellules

exprimant de manicre constitutive le facteur Pea3, mais pas dans les cellules témoins.
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Enfin, dans des cellules de cancer non a petites cellules Pea3 et HGF activent de fagon

synergique la voie Rho/ROCK, voie impliquée dans la migration et 1’invasion cellulaire

(Hakuma et al., 2005).

L’intégration de signaux extracellulaires décrits ici, par les membres du groupe PEA3,
permet une régulation fine du transcriptome des cellules lors du développement ou lors de

la progression des cancers.

VII. Modulation de I’activité des facteurs du groupe PEA3

Les voies de signalisation décrites précédemment agissent sur I’activité des facteurs de

transcription du groupe PEA3 en régulant:

- les interactions entre les facteurs du groupe PEA3 et des partenaires protéiques au

niveau des promoteurs des genes cibles,

- les modifications post-traductionnelles (Figure 24).

1- Les interactions protéiques

Comme pour les autres protéines de la famille ETS, I’interaction avec des partenaires
protéiques semble importante pour la modulation de I’activité transcriptionnelle des
protéines du groupe PEA3. Il a par exemple été¢ montré que la protéine Erm interagit avec
le facteur de transcription c-Jun, ce qui a pour conséquence une augmentation importante
de lactivité transcriptionnelle de la protéine Erm (Nakae ef al., 1995). Par ailleurs, une
synergie entre le complexe AP-1 (constitué¢ de c-Jun et c-Fos) et les membres du groupe
PEA3 a également été observée sur les promoteurs des geéne collagénase (Gutman and
Wasylyk, 1990), matrilysine (Crawford et al., 2001), stromélysine (Higashino et al., 1995),
cox-2 (Liu et al., 2004), ostéopontine (El-Tanani et al., 2004) et mmp2 et 13 (Diaz-Sanjuan
et al., 2009; Yan et al., 2008). Plus récemment ’interaction entre Pea3 et les protéines
SRCI1 ou 3 a été décrite comme cruciale pour I’activation des geénes mmp2, mmpl3 et
twistl lors du processus d’invasion de tumeurs de la glande mammaire induites par
I’oncogeéne PyMT (Qin et al., 2008; Yan et al., 2008). Enfin toujours dans le contexte de la

progression tumorale, Pea3 interagit de fagon indépendante de la présence de chromatine

48



avec le facteur de transcription SPI, permettant ainsi son recrutement au niveau du

promoteur de ces génes cibles (Jiang et al., 2007a).

La protéine Er81 interagit avec le cofacteur de transcription CBP/p300, ce qui entraine
une synergie entre ces deux facteurs pour I’activation de la transcription des génes cibles
comme le géne MMP-1 ou un promoteur « TORU » (élément de réponse aux facteurs ETS)
(Goel and Janknecht, 2003; Goel and Janknecht, 2004; Papoutsopoulou and Janknecht,
2000). Le facteur Er81 interagit aussi avec ACTR et les membres de la famille p160, ce qui
entraine une augmentation de la transcription du géne de la mmpl. 1l est intéressant de
noter que ACTR coopére avec le coactivateur p300 pour stimuler la fonction
transactivatrice du facteur Er81 (Goel and Janknecht, 2004). CBP/p300 peut aussi interagir
avec le facteur Pea3 et permettre une meilleure transactivation de ses genes cibles comme
la cox-2 (Liu et al., 2004). Enfin, la protéine Pea3 interagit avec le facteur de transcription
USF-1, permettant la régulation de I’expression de certains génes sans fixation directe de

Pea3 sur la chromatine (Firlej et al., 2005; Greenall et al., 2001).

2- Les modifications post-traductionnelles

Les modifications post-traductionnelles apportées aux protéines Pea3, Erm ou Er81
sont les suivantes la phosphorylation, 1’acétylation, la sumoylation et 1’ubiquitination. Ces

modifications influencent leur fonctionnalité et leur interaction avec des partenaires.
a. La phosphorylation

La modulation de I’activité transactivatrice des facteurs du groupe PEA3 implique leur
phosphorylation par des kinases : les MAP Kinases ERK-1 et ERK-2 activées par la voie
RAS (Janknecht, 1996; Janknecht et al., 1996; O'Hagan et al., 1996). HER2/neu va
pouvoir par leur intermédiaire et par la voie p38-MAPK, permettre la phosphorylation du
domaine amino-terminal et ainsi permettre la transactivation de ses genes cibles smad7 et
MMP-1 (Bosc et al., 2001; Dowdy et al., 2003). Récemment, MSK1 et RSK-1 ont été
montrés comme responsables de la phosphorylation du facteur Er81 via la voie p38-MAPK
(MSK-1) et/ou ERK-MAPK (MSK- 1/RSK-1) selon les cellules considérées (Wu and
Janknecht, 2002). La phosphorylation des sérines par MSK-1 via la voie p38-MAPK,
comme par RSK-1 via la voie ERK-MAPK, permet d’activer le potentiel transactivateur du

facteur Er81. On peut noter que MSK-1, comme RSK-1 peuvent aussi stimuler cette
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transactivation via I’interaction avec CBP/p300. De méme, la cascade d’activation des
kinases JNK/SAPK intervient aussi dans I’augmentation du potentiel transactivateur de la
protéine Pea3 (O'Hagan ef al., 1996). D’autre part, la protéine kinase A (PKA) est aussi
capable d’activer la transactivation de la protéine Erm humaine (Baert et al., 2002;
Janknecht et al., 1996), de la protéine Er81 humaine (Coutte et al., 1999; Wu and
Janknecht, 2002) et de la protéine Pea3 de poisson zebre (Brown et al., 1998). Néanmoins
la phosphorylation du facteur Erm comme celle du facteur Er81 affecte leur capacité de
liaison a I’ADN (Baert et al., 2002; Wu and Janknecht, 2002). Récemment, une ¢tude a
montré ’interaction protéique entre LKB1 (une sérine/thréonine kinase) et le facteur Pea3.
La phosphorylation du facteur Pea3 par ce facteur promeut sa dégradation par le

protéasome (Upadhyay et al., 2006).
b. L’acétylation

Comme d’autres membres de la famille ETS, un des membres du groupe PEA3 est
connu pour étre acétylé : le facteur Er81. p300 et la protéine P/CAF permettent une
acétylation directe du facteur Er81 au niveau des lysines 33 et 116. L’acétylation permet
une stabilisation de la protéine, augmente sa capacité¢ de liaison a ’ADN et stimule la
transactivation dépendante du facteur Er81 (Goel and Janknecht, 2003). Dans cette étude,
il est démontré que HER2/neu, Raf et Ras stimulent in vivo I’activité histone acétyl-
transférase de p300 par phosphorylation de celle-ci et ainsi régule I’activité du facteur Er81

non seulement par phosphorylation mais aussi par acétylation.
¢. La sumoylation

La sumoylation consiste en la liaison de facon covalente sur la protéine cible d’une
petite protéine nommée SUMO (Small Ubiquitin like Modifier) sur un acide aminé lysine
(K) contenu au sein d’un site consensus PKXE. Pea3, Erm et Er81 sont sumoylés ce qui a
pour conséquence une diminution de leur capacité de transactivation (Bojovic and Hassell,
2008; Degerny et al., 2008; Degerny et al., 2005; Gocke et al., 2005; Nishida et al., 2007).
Concernant la protéine Erm, cet effet est assuré par la liaison de SUMO au niveau de 5
lysines sans affecter sa localisation, sa stabilité ni sa capacité de liaison a I’ADN (Degerny
et al., 2005). L’effet sur I’activit¢ d’Erm est probablement associ¢ a I’activation du

domaine d’auto-inhibition de Erm suite a la liaison de SUMO (Degerny et al., 2008).
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En ce qui concerne Pea3 des données contradictoires ont été apportées récemment. Ces
données indiquent que la sumoylation de Pea3 est nécessaire pour [’activation des
promoteurs des genes mmpl et cox2 suite a I’activation de la voie des MAP Kinases (Guo
and Sharrocks, 2009).

L’effet de la sumoylation sur 1’activité des membres du groupe PEA3 est probablement
dépendant du type de promoteur étudi¢ (Nishida et al., 2007). L’ensemble des données
présentées ici étant réalisées sur des promoteurs différents explique peut étre des résultats

contradictoires.
d. L’ubiquitination

La protéine Pea3 est poly-ubiquitinilée dans sa région C-terminale, la protéine ainsi
modifiée est alors relocalisée au niveau d’amas dans le noyau et sera prise en charge par le
protéasome pour étre dégradée (Takahashi et al., 2005). Le facteur Erm est aussi
ubiquitinilé, mais la forme majeure semble étre une forme mono-ubiquitinilé. L’abolition
de la polyubiquitination liée a la mutation de 1’ubiquitine peut étre corrélée avec
I’augmentation de 1’activité transcriptionnelle et 1’inhibition de la voie du protéasome

(Baert et al., 2007).

VIII. Les génes cibles des facteurs de transcription du groupe
PEA3.

La régulation de I’activité de Pea3, Erm et Er81 permet de contrdler 1’expression de
geénes cibles qui sont importants pour les mécanismes du développement et du cancer dans
lesquels les membres du groupe PEA3 jouent un role primordial. Un certain nombre de ces
genes cibles ont pu étre identifiés ces dernieres années. La recherche de ces génes a été
entreprise dans les différents contextes biologiques décrits précédemment et lors du

développement embryonnaire ou de la progression de certains cancers (Figure 24).

De nombreux génes cibles des facteurs de transcription du groupe PEA3 sont
impliqués dans le controle des propriétés de migration, d’invasion, de prolifération ou de

différenciation cellulaire ou encore d’apoptose.

51



1- Les geénes cibles impliqués dans les propriétés de migration et d’invasion

cellulaires

Parmi ces geénes cibles se trouvent les genes codant les enzymes de dégradation de la
matrice extracellulaire comme les génes mmpl, mmp2, mmp3, mmp7, mmp9, mmpl3,
mmpl4 et heparanase. Les protéines codées par ces genes permettent a la cellule de
dégrader la matrice qui I’entoure et ainsi de progresser dans son environnement (Bosc et
al., 2001; Cowden Dahl et al., 2007; Crawford et al., 2001; Diaz-Sanjuan et al., 2009; Hata
et al., 2008; Kim et al., 2007; Lu et al., 2003; Monge et al., 2007; Netzer et al., 2002; Qin
et al., 2008; Yamamoto et al., 2004; Yan et al., 2008). Les génes codant les MMP
possédent au niveau de leur région promotrice, un site de régulation EBS/AP1 conservé au
cours de I’évolution qui indique I’importance des facteurs de transcription du groupe PEA3
dans la régulation de ces génes. L’ensemble de ces données a été obtenue dans des modéles

cellulaires de tumorigenése et notamment lors de la tumorigenéese de la glande mammaire.

- le géne vimentine impliqué dans la formation du cytosquelette notamment lorsque la
cellule se déplace. Il est régulé par Pea3 dans des cellules cancéreuses de glande

mammaire de souris, les cellules MMT (Chen et al., 1996),

- les genes upa et upa-r codant respectivement la protéine Upa et son récepteur Upa-R

dans la glande mammaire de souris surexprimant Er81 (Netzer et al., 2002),

- le géne claudine5 régulé par Erm dans les cellules de la barriére hémato-testiculaire

(Morrow et al., 2009),

- le géne beta 1-4 galactosyltransférase V qui code une enzyme dont 1I’expression est
régulée par Pea3 lors de I’invasion et la migration des cellules de gliomes (Jiang et al.,

2007b),

- le géne mwist dont 1’expression est contrdlée par le facteur de transcription Pea3 suite a
I’activation de la voie Wnt ou la surexpression de I’oncogéne pymt dans les cellules

épithéliales de la glande mammaire (Howe et al., 2003; Qin et al., 2009),

- le geéne cycloxygenase2, régulé par Pea3, Erm et Er8ldans des modeles de
cancérogenese de la glande mammaire ou de I'ovaire (Eo et al., 2008; Howe et al.,

2001; Liu et al., 2004; Subbaramaiah et al., 2002)
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- le géne ostéopontine est régulé par Pea3 dans les cellules de cancer du sein (El-Tanani

etal.,2004),

- le micro ARN miR125a. 11 constitue le seul micro ARN régulé par Pea3 connu a I’heure
actuelle. Pea3 régule son expression suite a une stimulation des cellules de tumeurs de
I’ovaire. miR125a et Pea3 participent ainsi au phénoméne de transition épithélio-

mésenchymateuse dans ce modele (Cowden Dabhl et al., 2009).

2- Les genes cibles impliqués dans les propriétés de prolifération et de

différenciation cellulaires

Parmi les génes cibles de ces catégories se trouvent :

- des génes de controle de la phase G1/S du cycle cellulaire cycline D3 et p2Iwaf/cip.
Leur expression est régulée par Pea3, respectivement dans les cellules cancéreuses
mammaires MDA-MB-231 et dans des cellules cancéreuses du col de I'utérus suite a un

stress génotoxique (Funaoka et al., 1997; Jiang et al., 2007a),

- le géne sdfl codant une chemokine. Son expression est régulée par Erm dans les

cellules souches germinales de testicule ((Cowden Dabhl et al., 2009),

- le geéne htert codant une sous unit¢ de la télomerase et impliqué dans le potentiel
réplicatif infini des cellules cancéreuses est régulé par Er81 (Goueli and Janknecht,

2004),

- le géne krox20 impliqué dans la segmentation et du rhombencéphale (Weisinger et al.,

2010),

- le géne duspé6 lors de la mise en place du cceur chez le poisson zeébre. Ce geéne est
impliqué dans le controle de la prolifération et de la différenciation de cellules

progénitrices cardiaques (Molina et al., 2009; Znosko et al., 2010),
- le géne spalt4 pendant la mise en place de I’oreille chez le poulet (Barembaum and

Bronner-Fraser).

- les génes smad7 et tgfbr2 codant des protéines de la voie de signalisation du TGF Béta:
Pea3, Erm et Er81 régulent I’activité du promoteur du géne smad7 en synergie avec le

récepteur Her2/Neu, selon une voie impliquant les MAP kinases (Dowdy et al., 2003) ;
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Pea3 régule l’activit¢ du promoteur du gene #gfbr2 dans les cellules de carcinome

embryonnaire différenciées (Kopp et al., 2004).

3- Les génes cibles impliqués dans le controle de I’apoptose

C’est le cas du geéne bax qui est régulé par les facteurs de transcription du groupe PEA3
dans les cellules épithéliales mammaires et dans des cellules cancéreuses suite a un stress

génotoxique (Firlej et al., 2005; Wei et al., 2008).

Parmi les genes cités précédemment, les génes mmp2, mmp9 (Qin et al., 2008),
héparanase (Lu et al., 2003), vimentine (Chen et al., 1996), upa et upar (Netzer et al.,
2002), twist (Howe et al., 2003; Qin et al., 2009), cox2 ((Eo et al., 2008; Howe et al.,
2001; Liu et al., 2004; Subbaramaiah et al., 2002), cycline D3 (Jiang et al., 2007a),
ostéopontine (El-Tanani et al., 2004) et htert (Goueli and Janknecht, 2004) sont les seuls
avoir été caractérisés comme genes cibles des membres du groupe PEA3 dans des modéles
de cancérogenése mammaire. Concernant les geénes régulés dans un contexte de cellules

mammaire non transformées seul le géne bax a pu étre identifié (Firlej et al., 2005).

Au vu de ces données il est maintenant important d’élargir la connaissance des génes
régulés par les membres du groupe PEA3 lors des étapes de morphogenése et de

tumorigen¢se mammaires afin de mieux appréhender leur role lors de ces événements.

IX. CONCLUSION

Les facteurs de transcription Pea3, Erm et Er81 sont importants pour le développement
de divers organes, notamment ceux se mettant en place par morphogenese de branchement
comme la glande mammaire. Leur activité est finement régulée par un ensemble de
signaux (voies de signalisations, modifications post traductionnelles, interactions
protéiques) ce qui permet la régulation de geénes spécifiques dont peu sont encore connus.
En conditions pathologiques, lorsque ces mécanismes de régulation sont altérés les
membres du groupe PEA3 participent alors au développement des cancers, comme le

cancer du sein (Figure 24).
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Oligonucléotides utilisés

Utilisation

Nom

Séquences des oligonucléotides (5'(N)3")

Clonage du promoteur
du géne cycline d2

Pr CycD2 -64 S

IAATTCCGGGCAGTTCGGAGGGAAGGACCGGTGCGAGTC
IAGGCGGCCCTTGAGGCTCCGCTCGCCCACCTG

Pr CycD2 -64 AS

IAATTCAGGTGGGCGAGCGGAGCCTCAAGGGCCGCCTGA
CTCGCACCGGTCCTTCCCTCCGAACTGCCCGG

Pr CycD2 -113S

AGCTTGCGTCACTGCCTGAGCGAG

Pr CycD2 -168S

GGGAGGAAAGGGGGAGGAGGAACCTG

Pr CycD2 2588 CAGGCCAGCTGCTGTGCTCC
Pr CycD2 -450AS AGGTGGGCGAGCGGAGCCTCAAG

Pr CycD2 -6255 GCACACACGTACACACCCTT

Pr CycD2 -1629S ACAGCGTGCCACCCCCTCCC

Pr CycD2 -1629AS AGCCAGCCGGCCACCACTCGGTCCCGACTG
36b4 S CTTCTCCTTCGGGCTGATCA

36b4 AS GGGTACCCGATCTGCAGACA

cdkn2b S GGTGGGTGCAGTCAGTACCT

cdkn2b AS CGAGCTGGAGGTGACTTCTC

criptol S ATTTGGACCCGTTGCTGGGAGAGA

criptol AS CAGCTAGCATAAAAGTGGTGGTCTCGTCA
cyeD2 S CTGGATGCTAGAGGTCTGTGAG

cyeD2 AS CGGATCAGGGACAGCTTCT

cyeD2 S QPCR CTGCTGGAGTGGGAACTGGTA

cyeD2 AS QPCR GATGAAGGTCTGCGCATGCT

eyeD2 tre S CTGGATGCTAGAGGTCTGTGAG

cyeD2 tre AS TTAGTGTGGCGGCCTTAGTG

cyeD2 tre S QPCR AAAGCTATCAGTGCCTCATGGAA

cveD2 tre AS QPCR _ [CCCACCCACACACACAACA

cyclophilline S

IGCATACAGGTCCTGGCATCTTGTCC

cyclophilline AS

IATGGTGATCTTCTTGCTGGTCTTGC

REPeR cyclophilline S QPCR ~ [TGTGCCAGGGTGGTGACTTT
cyclophilline AS QPCR  |GGGAACCGTTTGTGTTTGGT
apdh S IGATGCCCCCATGTTTGTGAT
’zapdh AS IGGTCATGAGCCCTTCCACAAT
hgf S TGACCCAAACATCCGAGTTGGCTA
|hgf AS GGAATGCCATTTACAACCCGCAGT
Immp13 S IATCCTGGCCACCTTCTTCTT
mmp13 AS TTTCTCGGAGCCTGTCAACT
mmp9 S IACGTGGGTCGATTCCAAACC
IMID9 AS GGAAAGGCGTGTGCCAGAAG
pea3 S ICGACTCAGATGTCCCTGGAT
ea3 AS IACGTTGATTATCTGGGAAGG
pea3 S QPCR CGGTCAAACTCAGCCTTCAGA
pea3 AS QPCR CGGTCAAACTCAGAATTCAGA
twistl S CGGGTCATGGCTAACGTG
twistl AS CAGCTTGCATCTAACGTG
promolP cd2 S IAGGTGGGCGAGCGGAGCCTCAAG
Immunopreécipitation promo IP cd2 AS IGAGAGGGAGGGAAAGATTGAAAGGA
dela chromatine  |5romo IP icaml S CTGGGCATCAGTTCGGATTA
promo IPicaml AS IGGCGAGAGGCAGCGGCAGTG

Mutagénése dirigée des
sites EBS1,2et3

lpromo cd2 mut 1 et2 S

GGAGGGGACCAAAGGGGGAGGACCAACCTGAGAG

romo cd2 mut 1 et 2 AS

CTCTCAGGTTGGTCCTCCCCCTTTGGTCCCCTCC3

lpromo ¢d2 mut 3 S

CAGTGACGCAAGCTAGAAGGGCAGTTAGATC

promo cd2 mut 3 AS

IGATCTAACTGCCCTTCTAGCTTGCGTCACTG

Tableau 2. Nom et séquences des oligonucléotides utilisés pour le clonage du
promoteur du gene cycline d2, les expériences de RT-PCR, les expériences

d’immunoprécipittion de la chromatine et de mutagénése dirigée.
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II. Culture cellulaire

Plusieurs lignées de cellules sont utilisées :

- les TAC (cellules épithéliales mammaires de souris) dérivant de NMuMG (cellules
¢épithéliales mammaires normales TACC CRL-1636) fournies par le Dr J. Soriano & le Pr
R. Montesano (Facult¢ de Médecine, Département de Morphologie, Geneve) (Soriano et
al., 1995). A partir de ces cellules ont été établis les clones cellulaires surexprimant Pea3
¢tablis (TAC Pea3 8) ou controles (clone TAC pc7) (Chotteau-Lelievre et al., 2003) et les
populations de cellules infectées par des rétrovirus et surexprimant Pea3 (TAC PLPCX

Pea3-V5) et les cellules témoins (TAC PLPCX),
- les cellules MMT (cellules mammaires cancéreuses de souris ATCC CCL-51).

- les cellules HEK293 GP (cellules productrices de virus, ATCC CRL-1573) sont

utilisées pour la production de rétrovirus.

Les cellules TAC, MMT et HEK293 GP sont cultivées dans du milicu de culture
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) complété par 10% de SVF (Sérum de veau
feetal, Gibco BRL, Life Technologies, Invitrogen®, DMEM 10% SVF), 1% d’acides
aminés non essentiels et 100 unités de gentamycine, a 37°C sous une atmosphere a 5% de
COz2. Les cellules TAC nécessitent la présence de collagéne (30 pg/ml) sur le support
plastique afin d’y adhérer. Lorsque les cellules sont a confluence, elles sont décollées de

leur support et dissociées par une solution de trypsine-EDTA (Cambrex).

III. Transfection cellulaire
1- Vecteurs plasmidiques
a. Vecteurs d’expression

Nous avons utilisé les vecteurs d’expression suivants :

- pTracer (Life Technologies, Invitrogen®), pTracer-Pea3-V5, pTracer-Cycline D2-
V5 et pTracer Cycline D2 Trc-V5 contenant respectivement les ADN
complémentaires (ADNCc) pea3, cycline d2 et cycline d2 trc murins clonés en aval
du promoteur fort EF-1a et en phase avec le cadre de lecture ouvert de la séquence

codant I’étiquette V5 ((Firlej et al., 2005) et données non publiées),
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- PLPCX (Clontech), PLPCX Pea3-V5, PLPCX Cycline D2-V5 et PLPCX Cycline
D2 Trc-V5 contenant les ADN complémentaires pea3, cycline d2 et cycline d2 trc
murins en aval du promoteur fort du Cytomégalovirus et en phase avec le cadre de
lecture ouvert de la séquence codant I’étiquette V5. Ces plasmides ont été obtenus
par amplification par PCR de la séquence d’ADNc contenus dans le vecteur
pTracer en utilisant un couple d’oligonucléotides encadrant la séquence d’ADN

complémentaire et la séquence codant I’étiquette V5.
b. Vecteurs rapporteurs

Les fragments de délétion du promoteur du géne cycline d2 (1629, 625, 450,
258, 168, 113, 64) ont été amplifiés par PCR a partir d’ADN génomique de souris au
moyen de I’enzyme Taq polymérase haute fidélit¢ Phusion® (Finnzyme), grace aux
oligonucléotides indiqués « Pr CycD2 » (-1629S, -1629AS, -6258S, -450AS, -258S, -168S,
-1138S, -64S) dans le tableau 2. Ces fragments ont été sous-clonés dans le vecteur TOPO
PCR 2.1 (Invitrogen). Puis par double digestion par les enzymes Xhol et Kpnl, ces
fragments sont isolés et clonés dans le vecteur pGl4b en aval de la séquence codante du

gene luciférase ‘firefly’ (Photinus pyralis, Promega).
c¢. Vecteur normalisateur

Dans les expériences de caractérisation d’activité transcriptionnelle en
transfection transitoire nous avons utilisé le vecteur pRL-TK (Promega) contenant le géne
codant la Luciférase Renilla sous le controle du promoteur minimal du géne thymidine

kinase du virus Herpées simplex.

2- Transfection des cellules
a. Transfection des vecteurs plasmidiques
* Pour les tests d’activité rapportrice

Les cellules sont ensemencées la veille dans des plaques 24 puits a raison de
30000 cellules par puits. L’agent de transfection est un polymére d’éthylénimine (PEI,
ExGen 500, Euromedex). Le mélange de transfection contient : 250 ng d’ADN final

(comprenant 25 ng de vecteur rapporteur, 25 ng de vecteur normalisateur et 100 ng de
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vecteur d’expression) et 10 pmoles de PEI. Le contact ADN/PEI est réalisé sous 100 pl
final dans de 1’eau physiologique pendant 30 minutes. Les cellules sont rincées avec de
I’OPTIMEM (milieu sans sérum, Life Technologies, Invitrogen®), puis mises en culture
avec 500 ul ’OPTIMEM. Le mélange ADN/PEI est déposé sur les cellules. Au bout de 6
heures, le milieu est complété par 1,5 ml de DMEM 10% SVF transfection.

*  Pour Pimmuno-précipitation de la chromatine, I’établissement des

clones cellulaires et les infections rétrovirales

Les cellules TAC et HEK293 GP sont respectivement ensemencées la veille
dans des boites de 100 mm a raison de 1.10° et 2,5.10° cellules par boites. L’agent de
transfection est un polymeére d’éthylénimine (PEI, ExGen 500, Euromedex). 240 pmoles de
PEI sont dilués dans 600 pl d’eau physiologique. Puis une solution contenant 6 ug de
vecteur plasmidique dans 600 pl d’eau physiologique est ajoutée a 600 pl du mélange
PEl/eau physiologique et le tout est mis a incuber a température ambiante pendant 30
minutes. Les cellules sont rincées avec de I’eau physiologique et 10 ml de milieu de
transfection OPTIMEM (GIBCO) sont ajoutés. L’ensemble cellules et complexes PEI-
ADN est mis a incuber a 37°C. Aprés 5 heures de transfection le milieu est renouvelé avec

du milieu DMEM 10% SVF.
b. Transfection transitoire des séquences siRNA

L’agent de transfection est une molécule lipidique (Lipofectamine 2000,
Invitrogen). La lipofectamine 2000 est diluée dans du milieu de transfection OPTI MEM
(GIBCO) a une concentration de 20 pg/mL. Puis une solution contenant 100 pmoles de
siRNA dans 250ul de milieu OPTIMEM est ajoutée a 250 ul du mélange Lipofectamine
2000/0PTI MEM et mis a incuber a température ambiante pendant 20 minutes. Une
suspension de cellules contenant 180000 cellules dans 2 ml de milieu DMEM 10% SVF
sans antibiotiques est mise en contact avec les complexes Lipofectamine 2000-siRNA.
L’ensemble cellules et complexes lipofectamine 2000-siRNA est mis a incuber dans un
puits de plaque 6 puits a 37°C. Apres 5 heures de transfection le milieu est renouvelé avec

du milieu DMEM 10% SVF sans antibiotique.
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3- Dosage des activités rapportrices et normalisatrices

48 heures apres la transfection (Paragraphe 111.2.a.) les cellules sont lavées 2 fois au
PBS 1X et lysées dans 75 pl de tampon de lyse « Passive Lysis Buffer » (Promega). Le
dosage est réalisé par D’intermédiaire du Dual-Luciferase® Reporter Assay System
(Promega) qui permet a partir du méme extrait de lysat cellulaire de quantifier a la suite les
activités rapportrice (Luciférase ‘Firefly’) et normalisatrice (Luciférase ‘Renilla’). Le
réactif « luciférase » est additionné a 20 pl du lysat cellulaire. Ce réactif contient de la
Luciférine qui lorsqu’elle est dégradée par la Luciférase ‘Firefly’, émet de la lumicre.
L’activité est alors mesurée a 1’aide d’un luminométre LUMAT 9501 (Berthold). Le
dosage de ’activité de la Luciférase ‘Renilla’ exprimée par le vecteur pRL-TK est réalisé
par ajout de réactif ‘Stop & Glo®™ qui stoppe 1’activité de la Luciférase ‘Firefly’ et permet
la mesure de I’activité de la Luciférase ‘Renilla’. L’activit¢ de la séquence promotrice
¢tudiée et placée en amont de la séquence codant la Luciférase ‘Firefly’ est finalement

estimée en faisant le ratio de ’activité ‘Firefly’ sur I’activité ‘Rénilla’.

4- Etablissement des clones cellulaires

Les cellules sont transfectées avec le vecteur plasmidique pTracer Cycline D2-V5 ou
pTracer Cycline D2 Trc-V5 contenant une cassette de résistance a la néomycine, selon le
protocole décrit dans le paragraphe II1.2.a. 24 heures apres la transfection les cellules
contenant le vecteur plasmidique d’intérét sont cultivées dans du milieu de culture DMEM
10% SVF contenant 800 pg/ml d’antibiotique néomycine (G418, GIBCO). Les clones
cellulaires ayant acquis la résistance a I’antibiotique a 1’issue d’une semaine de culture sont
amplifiés et I’expression des protéines Cycline D2-V5 et Cycline D2 Trc-VS5 est vérifiée
par la technique de Western blot.

5- Infection des cellules par des rétrovirus

Pour la production virale, les cellules HEK 293 sont ensemencées la veille a raison de
2,5.10° cellules par boite de 100 mm et sont ensuite co-transfectées avec 5 pg de vecteur
pLPCX et 1 pg de vecteur pCMV-VsVg. Le milieu de culture est renouvelé apres 6h de
transfection. Apres 48 heures d’incubation a 37°C, les surnageants contenant les particules
virales sont collectés, filtrés et utilisés pour I’infection des cellules TAC. 3.10° cellules par

boite de 100 mm sont incubées avec les surnageants en présence de 0,4 pg/ml de polybrene
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(Sigma). La sélection commence 24 heures aprés en présence de 2 pg/ml de puromycine

(Gibco BRL).

IV. Etude de ’expression des ARN messagers
1- Extraction des ARN
¢. Meéthode d’extraction au « Trizol » (Invitrogen)

Les ARN des tumeurs issues de 1’injection des cellules TAC Pea3-8 en souris
immunodéficientes sont extraits par lyse des tumeurs dans le Trizol et dissociation
mécanique en utilisant un mixer Polytron. L’homogénat obtenu est placé pendant 15
minutes a 4°C pour dissocier les complexes nucléoprotéiques. Aprés addition d’1/5¢me de
volume de chloroforme, le mélange est alors centrifugé a 12000 g pendant 15 minutes a
4°C. Les ARN situés dans la phase supérieure sont ensuite précipités par un volume
d’isopropanol puis centrifugés a 12000 g pendant 30 minutes. Le culot obtenu est lavé avec
une solution d’éthanol 70% puis repris dans de I’eau. La concentration des ARN est établie

par spectrophotométrie a 260 nm.
d. Méthode d’extraction et de purification sur colonne d’affinité

Pour les études d’analyse de géne par RT-PCR semi-quantitative et
quantitative, les ARN sont extraits et purifiés sur colonne en suivant le protocole fourni par
Macherey Nagel (Nucleospin RNA II). Les ARN sont extraits a partir de cellules sub-
confluentes préalablement lysées dans un tampon de lyse fourni et purifiés par passage sur
colonne. L’ADN génomique présent dans les échantillons est digéré par une DNAse selon
les recommandations du fournisseur. Les ARN sont alors élués dans de ’eau RNase free.

La concentration des ARN est établie par spectrophotométrie a 260 nm.

2- Rétrotranscription des ARN et PCR
a. Rétrotranscription des ARN (RT-PCR)

1 pg d’ARN extraits et purifiés sur colonne sont rétrotranscrits grace a la
transcriptase reverse MMuLV et des hexanucléotides du kit « High Capacity cDNA

archive kit » (Applied Biosystems) selon le protocole donné par le fournisseur.
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b. PCR semi-quantitative

Les réactions de PCR semi-quantitative ont été réalisées au moyen de I’enzyme
Taq polymérase Go Taq (Promega) en présence de 1,6 mM MgCI2, 0,2 nM dNTP, 0,2 uM
d’oligonucléotides sens et antisens et de 0,6 unités de Taq polymérase pour un volume de

Oéme

22,5ul par réaction. A ce mélange sont ajoutés 2,5 pul d’ADNc dilués au 1/1 pour un
volume final de 25 pl par réaction. La réaction de PCR consiste en une étape de 5 min a
95°C, puis x cycles d’amplification (en fonction du geéne analysé) (95°C pendant 30s, 52°C
pendant 30s puis 72°C pendant 30s), puis une ¢longation finale de 5 min a 72°C, les
oligonucléotides utilisés pour les expériences de PCR semi-quantitative sont présentés dans
le tableau 2. Les échantillons sont ensuite analysés par migration électrophorétique dans un

gel d’agarose concentré a 2% en présence de bromure d’éthidium a une concentration de

0,5 pg/ml.
¢. PCR quantitative par la technique de « SyBr Green »

Les réactions de PCR quantitative sont faites a 1’aide du « Fast SyBr green
mix » (Applied Biosystems). 1/40:me de la réaction de rétrotranscription est mélangé au «
master mix » contenant du Rox (un marqueur fluorescent permettant de normaliser la
réaction), en présence de 6 pmoles de chaque amorce pour un volume final de 10 pl. La
réaction est placée dans 1’appareil MX3005P (Stratagene). Le protocole d’amplification
consiste en une dénaturation initiale de 95°C pendant 20 secondes puis 40 cycles
d’amplification composés d’une étape de dénaturation a 95°C pendant 3 secondes et une
¢tape de polymérisation/élongation a 60°C pendant 30s. La fluorescence émise par le SyBr
Green est mesurée a la fin de chaque étape d’amplification. La courbe de fusion des
différents couples d’oligonucléotides est faite au moyen d’une étape de 1 minute a 95°C
puis une hybridation pendant 30s a 55°C suivie d’'une montée progressive a 95°C de 1°C
toutes les 30s. La fluorescence est mesurée toutes les 30s. L’analyse des résultats de PCR

en temps réel est faite par la méthode du 27

selon le calcul suivant: 2 * (condition
témoin (Ct géne analysé - Ct géne analysé référent)) - (condition test (Ct géne analysé - Ct
gene analysé référent)) ou ‘Ct géne analysé’ correspond aux nombres de cycles nécessaires
pour détecter le signal spécifique de I’amplification du géne dont analyse 1’expression et
ou ‘Ct geéne référent’ correspond aux nombres de cycles nécessaires pour détecter le signal

spécifique de I’amplification du géne référent. Les différents oligonucléotides utilisés pour
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les expériences de PCR quantitative ainsi que leurs séquences sont répertorié¢s dans le

tableau 2.
V. Mutagenese dirigée

La mutation des motifs EBS (ETS Binding Site) est réalisée par substitution de 1 a 4
nucléotides au sein de la séquence du promoteur cloné dans le vecteur rapporteur pGl4b.
Les mutations sont introduites dans la séquence d’une amorce sens et d’une amorce anti-
sens d’environ 30 nucléotides (tableau 2) qui servent d’ancrage a la Taq polymérase haute
fidélité Phusion® (Finnzyme) pour la néo-synthése d’un vecteur plasmidique muté. Le
milieu réactionnel contient 100 ng de plasmide auxquels sont ajoutés le tampon de
I’enzyme Phusion a une concentration finale 1X, 0,2nM de dNTP, 125ng de chaque
amorce sens et anti-sens et 1 unit¢ de polymérase Phusion. Le programme du
thermocycleur est: 98°C pendant 30 secondes puis 25 cycles de 98°C/10 secondes,
48°C/30 secondes, 72°C/5minutes et une élongation finale de 72°C/5 minutes. La matrice
de départ est ¢liminée par digestion enzymatique (10 unités d’enzyme Dpn 1, 37°C pendant
1 heure). Les plasmides portant la mutation sont introduits par transformation dans des
bactéries Escherichia coli. La présence des mutations est vérifiée par séquengage (société

Genoscreen, Institut Pasteur de Lille).

VI. Immuno-précipitation de la chromatine (ChIP)
1- Préparation des lysats cellulaires

Chaque boite de 100 mm de cellules en culture sub-confluente est rincée 3 fois avec
une solution de PBS 1X et les cellules sont fixées par 10 ml d’une solution de
paraformaldéhyde 1% dans du PBS 1X, a température ambiante pendant 10 minutes sous
agitation. La fixation est stoppée par ajout de 600 pl d’une solution de glycine 2,5M a
température ambiante pendant 5 minutes. Les cellules sont ensuite lavées avec une solution
de PBS 1X et décollées par grattage. Pour chaque condition étudiée, le contenu de 3 boites
de 100 mm est rassemblé et les cellules sont lavées 3 fois par une solution de PBS 1X et
une série d’étapes de centrifugation a 3500 rpm pendant 5 minutes a 4°C. Les culots de
cellules sont lysés dans du tampon de lyse I et soumis a une étape de sonication a 4°C en

utilisant le sonicateur Bioruptor® (Diagenode) a la puissance maximale, pendant 10
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minutes avec des cycles de sonication de 30 secondes espacés de 30 secondes. Les lysats
cellulaires sont ensuite centrifugés a 10500 rpm pendant 10 minutes & 4°C pour éliminer
les débris cellulaires. A cette étape 40 pl de lysat sont prélevés et constituent les
« INPUTS ». Le reste du lysat est incubé a 4°C pendant 4 heures sous agitation circulaire
dans 400 pl de tampon de dilution dans lequel sont ajoutés 35 pl de billes protéine G
sépharose (Sigma), 40 pg d’ADN génomique de sperme de saumon et 17 pg de BSA. Les

surnageants sont récupérés apres centrifugation a 5200 rpm pendant 2 minutes a 4°C.

2- Immunoprécipitation des complexes protéines-chromatine

4 pg d’anticorps anti Pea3 sc113X (Santa Cruz) ou d’anti IgG non spécifique
(anticorps anti Bax, sc-7480 Santa Cruz) sont ajoutés aux lysats cellulaires et le tout est
mis a incuber a 4°C pendant la nuit sous agitation circulaire. Le mélange lysat cellulaire-
anticorps est ensuite centrifugé a 14000 rpm pendant 10 minutes a 4°C. 45 pl de tampon de
dilution contenant 45 ul de billes protéine G sépharose sont ajoutés au surnageant et
I’ensemble est mis a incuber a 4°C pendant 4 heures sous agitation circulaire. Les billes de
protéine G sépharose associées aux complexes protéines—Chromatine sont ensuite lavées
dans 4 ml de tampon de dilution, a 4°C pendant 10 minutes sous agitation circulaire suivie
d’une étape de centrifugation a 5200 rpm pendant 5 minutes a 4°C. Cette étape de lavage
est répétée avec les tampons TSEI, TSEII, Tampon III puis 3 fois dans une solution de Tris

IM EDTA 0,5M.

3- Purification de la chromatine et analyse par PCR

Les complexes protéines-chromatine sont libérés par ajout de 250 ul de tampon
d’élution (en parallele 250 pl de tampon d’¢lution sont ajoutés aux « INPUTS ») et mis en
incubation a température ambiante pendant 15 minutes sous agitation circulaire. Enfin les
complexes protéines-chromatine sont cassés par ajout de 33,2 ul de chlorure de sodium et
incubation a 65°C sur la nuit. Suite, a cela les ARN et protéines présents dans
I’immunoprécipitat sont ¢liminés par ajout de 5,2 ul d’une solution d’EDTA 500 mM
additionnée de 10 unités d’un mélange d’enzyme RNAse A/RNAse T1 (Fermentas) et
incubation a 37°C pendant 30 minutes, puis par ajout de 20 pug d’enzyme protéinase K et
incubation a 55°C pendant 1 heure. Enfin, le surnageant est récupéré apres une étape de

centrifugation a 3000g pendant 5 minutes et les fragments de chromatine qu’il contient
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sont purifiés a 1’aide du kit de purification sur colonne « Wizard PCR » Clean Up

(Promega) selon les recommandations du fournisseur puis €¢lués dans 25 pl d’eau.

L’analyse des fragments de chromatine se fait par PCR selon le protocole décrit dans le

paragraphe IV.2.b. Les oligonucléotides utilisés sont présentés dans le tableau 2.

VII.  Analyse des protéines par la technique de Western blot
1- Extraction des protéines

Les cellules en culture sub-confluentes sont rincées avec une solution de PBS 1X, puis
lysées pendant 30 minutes a 4°C dans du tampon de lyse protéique RIPA contenant 1%
SDS a raison de 100 pl/boite de 100 mm). L’extrait cellulaire est homogénéisé par
sonication en utilisant un sonicateur Bioruptor® (Diagenode) et centrifugation a 10000 g
pendant 5 minutes a 4°C. Le surnageant contenant les protéines est alors conservé. La
concentration des protéines est déterminée par dosage des protéines par la méthode a

I’acide bicinchoninique (BC Assay Protein Quantitaiion kit, Interchim).

2- Préparation et migration des échantillons

50 a 80 pg de protéines sont diluées dans une solution de Laémmli et dénaturées par
chauffage a 95°C pendant 10 minutes. Les protéines sont alors déposées dans un gel
d’acrylamide/bisacrylamide dénaturant pour I’étape de migration électrophorétique (gel de
séparation de 4,5%/ gel de concentration de 10-12%). La migration électrophorétique
s’effectue dans le tampon de migration. Dans ces conditions les protéines sont séparées en

fonction de leur poids moléculaire.

3- Transfert des protéines sur une membrane de nitrocellulose

Aprés migration, les protéines sont transférées sur une membrane de nitrocellulose
(Hybond C extra, Amersham Pharmacia Biotech) selon une technique de transfert semi-
sec, pendant 90 minutes sous un champ électrique de 120 mV. L’efficacité du transfert est

vérifiée par coloration de la membrane au rouge ponceau.
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4- Révélation immunologique

La membrane est placée dans une solution de PBS 1X Tween (Tris Buffer Saline)
contenant 5% de BSA (Bovine Sérum Albumine) pendant au moins une heure. L’anticorps
primaire est dilué¢ dans le tampon PBS 1X Tween contenant 5% de BSA (anticorps anti
Cycline D2, M20 Santa Cruz, Inc dilu¢ au 1/ IOOOéme; anticorps anti Pea3 Thermo Fisher
dilué au 1/200°™) et incubé avec la membrane pendant une nuit. La membrane est ensuite
lavée quatre fois dix minutes dans une solution de PBS 1X NP-40 0,1% puis incubée
pendant une heure avec un anticorps secondaire anti lapin couplé a la péroxydase (Jackson
LTD), dilué au 1/10000°™. Aprés ringage par une solution de PBS 1X, la détection est
effectuée par chimioluminescence en ajoutant le substrat de la péroxydase mélangé a un
catalyseur (systtme ECL Western Blotting detection reagent, Amersham™), la

luminescence est détectée par le systeme d’imagerie LAS 3000 imager (Fujifilm).

5- Immunoprécipitation

La détection de la protéine Cycline D2 Trc-VS5 par une technique de Western blot, dans
les cellules clones cellulaires issus des cellules TAC a nécessité une étape préalable
d’immunoprécipitation. Les TAC Cycline D2 Trc-V5 cultivées a sub-confluence dans une
boite de culture de 100 mm ont été lavées deux fois avec du PBS 1X et décollées en
ajoutant 2 ml d’une solution de trypsine EDTA (GIBCO). Les cellules ont ensuite été
récupérées par centrifugation a 3000 rpm pendant 5 minutes et lysées dans 600 pl de

tampon de lyse IP.

Aprées une étape de centrifugation a 14000 rpm pendant 90 minutes a 4°C pour ¢éliminer
le débris cellulaires, le surnageant est réparti de facon égale dans deux tubes. 1,5 volume
de tampon de dilution IP est ajouté par tube. L’un des deux tubes recoit alors 2 pg
d’anticorps anti-V5 et 'autre 2 pg d’un anticorps non relevant, ici un anticorps dirigé
contre la protéine Bax. Ces mélanges sont mis a incuber a 4°C pendant 24 heures sous

agitation circulaire.

Ensuite, 20 pl de billes de protéine G sépharose (Sigma) sont ajoutés dans chacun des

tubes qui sont alors incubés a 4°C pendant 1 heure sous agitation.
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Enfin les complexes Anticorps-Antigénes sont détruits et les protéines récupérées par
centrifugation des billes de protéine G sépharose a 5400 rpm pendant 30 secondes a 4°C et

les billes sont ensuite reprises dans 30 pl de tampon Laémli.

VIII. Puces a ADN

Pour 1’étude des modulations transcriptionnelles entre différentes conditions
expérimentales, des puces a ADN « Mouse Genome Survey Microarrays » (Applied
Biosystems) ont été utilisées. Ces puces contiennent des sondes oligonucléotidiques de 60
mers permettant de suivre I’expression de 28218 geénes murins validés. Les ARN totaux
extraits des cellules MMT transfectées par un siRNA dirigé contre pea3 (ou un siRNA
contrdle) et des cellules TAC Pea3-8 (ou des cellules controles TAC pc-7) et purifiés grace
au systéme de colonne Macherey Nagel (Paragraphe IV.1.b.), sont testés par I’utilisation de
puces « Agilent” », pour vérifier leur qualité. Ces puces consistent en un réseau capillaire
tres fin dans lequel est déposé un gel contenant un intercalant spécifique de I’ARN. Les
¢chantillons sont déposés dans chaque puits de la puce et vont étre soumis a un haut
voltage, qui va permettre une séparation trés rapide des brins d’ARN de I’échantillon en
fonction de leur taille. Les molécules d’ARN vont se lier a I’intercalant et en fin de course
vont étre détectés par fluorescence. L’appareil mesure 1’intensité de la fluorescence qui
dépend du temps de rétention dans le gel. Apres validation de leur qualité, 1,2 pg d’ARN
totaux sont alors amplifiés par le « NanoAmp™ RT-IVT labelling kit », puis marqués avec
la DIG-UTP selon le protocole fourni par Applied Biosystems. Cette étape consiste en une
rétrotranscription de I’ARN en ADNCc. Le second brin de I’ADNCc est ensuite polymérisé en
miroir du brin d’ADNc. L’ADNc double brin ainsi obtenu est purifié¢ sur colonne. L’ADNc
double brin est alors transcrit in vitro en présence d’UTP marqué a la digoxygénine.

L’ARNc marqué a la DIG est purifié sur colonne et dosé.

Ensuite, 10 pg d’ARNc marqués sont hybridés pendant 18h sur une puce a ADN et
traités selon le protocole fourni (Chemiluminescence Detection Kit, Applied Biosystems
Biosystems). Brievement, apres ringage, les puces a ADN sont mises en présence d’un
anticorps anti-DIG couplé a la péroxydase. Les lames seront révélées en présence d’un
substrat dégradé par la péroxydase qui émet alors de la lumiere qui est quantifiée dans
I’appareil « Applied Biosystems 1700 Chemiluminescent Microarrays analyser ».

L’acquisition des données de chimioluminescence de méme que 1’analyse primaire des

66



résultats de puces a ADN est effectuée au moyen du logiciel Applied Biosystems
Expression Array System Software v1.1.1. L’étude primaire consiste en 5 étapes : une
correction d’image, une correction du bruit de fond local et global, puis 3 étapes de
normalisation. Enfin, une normalisation finale est apportée par le logiciel ace.map mis au
point par 1’équipe du Dr Arndt Benecke. Les profils d’expression et ’analyse statistique
ont ét¢ réalisés grace au logiciel ace.map (Brysbaert et al., 2007). La normalisation entre
les expériences a été faite par la méthode NeONORM (Noth et al., 2006). La valeur de la
probabilité p est faite selon les tests standards. Les génes référencés dans la puce par des
numéros d’identité (probe-ID) ont alors ét¢ annotés selon le guide décrit précédemment

(Noth and Benecke, 2005).

IX. Etudes phénotypiques
1- Analyses in vivo par injection en souris immunodéficientes

Les clones cellulaires TAC pea3-8 et TAC pc-7 ont été injectées dans la glande
mammaire numéro 4 gauche de souris femelles SCID pré-pubéres c'est a dire agées de 3
semaines environ. Les cellules sont décollées puis comptées. Apres 2 ringages au PBS 1X,
les cellules sont suspendues a une concentration de 1,7.10° cellules par ml dans du PBS

1X. 30 pl de cette solution sont ensuite injectés dans la glande mammaire.
a. Technique de recolonisation de la glande mammaire

Pour les expériences de recolonisation de la glande mammaire, 1’arbre
épithélial en début de formation est ¢liminé par cautérisation et les cellules sont injectées
dans le tissu adipeux de la glande mammaire « Fat Pad ». La recolonisation du « Fat
Pad »par les cellules injectées est analysée 1 mois aprés la date d’injection apres
prélevement de la glande et coloration du tissu épithélial. La glande est déshydratée dans
des bains d’éthanol 100% puis 70% puis incubée dans une solution de carmin 2 pg/ml pour
colorer les cellules épithéliales. La glande est finalement écrasée entre deux lames de verre

pour étre visualisée par microscopie.

67



b. Technique d’induction de tumeurs

Pour les expériences d’induction de tumeurs les cellules sont injectées
directement dans la glande mammaire sans désépithélialisation préalable. Une mesure de la
longueur et de la largeur de chaque tumeur au travers de la peau de I’animal est effectuée
chaque semaine dés ’apparition des masses tumorales. Le volume de chaque tumeur est
alors calculé selon la formule mathématique suivante (largeur*(hauteur)?)/2. L’analyse
macroscopique de la présence de métastases dans les organes de la souris est vérifiée

visuellement.
c. Analyse histologique des poumons

La présence de métastases dans les poumons est réalisée par histologie et
coloration du tissu pulmonaire. Apreés prélévement les poumons sont fixés dans une
solution de paraformaldéhyde 4% pendant une nuit puis déshydratés dans des bains
successifs a teneur croissante en ¢éthanol. Les échantillons sont ensuite perméabilisés par
des bains de toluéne et inclus dans la paraffine a 56°C. Des coupes de 5 a 7um d’épaisseur
sont réalisées et posées sur lame de verre et séchées. Puis les coupes sont perméabilisées
par des bains successifs d’alcool de 100 a 50%, hydratées par un bain dans de 1’eau
désionisée et colorées pendant 20 secondes avec une solution d’hématoxyline de Harris.
L’hématoxyline colorant les noyaux cellulaires en bleu 1’organisation cellulaire des tissus

et la présence de métastases devient visualisable par microscopie optique.

2- Culture des cellules dans un gel tridimensionnel de collagéne

Sur la glace, 500 pl d’un gel de collagéne (collagéne de type I a la concentration de 2
mg/ml de MEM en présence de 2,2 g/ml de bicarbonate de soude et 0,0048N de soude)
sont mélangés a 4000 cellules contenues dans un volume de 10 ul de milieu de culture
DMEM. L’ensemble cellules-gel est placé au fond d’un puits de plaque de culture de 3,5
cm® et incubé a 37°C pendant 30 minutes pour polymériser le gel. Aprés polymérisation,
du milieu DMEM 10% SVF est ajouté sur le gel. Si besoin I"HGF est ajouté le lendemain a
la concentration de 20 ng/ml. La culture est maintenue pendant 7 a 10 jours, puis une
coloration des cellules est réalisée a 1’aide d’une solution de rouge neutre pendant 1h. Une

fixation des structures est enfin réalisée a I’aide d’une solution de paraformaldéhyde
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concentré a 4 %. L’analyse visuelle est réalisée avec un microscope inversé (Leica, DM

IR30).

3- Analyse de la prolifération cellulaire par comptage

Les cellules de chaque condition testée sont ensemencées en triplicat a raison de 5800
cellules par cm®. Selon les besoins de ’expérience, 24 a 48 heures aprés I’ensemencement,
les cellules sont lavées avec une solution de PBS 1X, décollées a ’aide d’une solution de
trypsine-EDTA (Cambrex) et comptées trois fois a I’aide d’un compteur de cellules de type
« Coulter Counter » (Beckman). Le comptage est répété aux différents temps nécessaires
pour chaque expérience. Si ’analyse nécessite I'utilisation de siRNA, les cellules sont
transfectées selon le protocole décrit dans le paragraphe I11.2.a et directement ensemencées

a I’issue du temps de la transfection dans les puits aprés comptage.

X. Solutions et tampons
1- Expériences d’immuno-précipitation de la chromatine

Tampon de lyse: SDS 1%, EDTA 10 mM, Tris/HCI 50 mM
Tampon de dilution: Triton X100 1%, EDTA 2 mM, NaCl 150 mM, Tris/HCI 20 mM

Tampon TSEIL: SDS 0,1%, Triton X100 1%, EDTA 2 mM, Tris/HCI 20 mM, NaCl 150
mM

Tampon TSEIIL: SDS 0,1%, Triton X100 1%, EDTA 2 mM, Tris/HCI 20 mM, NaCl 500
mM

Tampon III: LiCI 250 mM, NP40 0,01%, Deoxycholate 25 mM, EDTA 1 mM, Tris/HCI1
10 mM

Tampon d’élution: SDS 1%, NaHCO; 100 mM

2- Analyse d’expression protéique par Western Blot

Tampon de lyse RIPA : 25 mM Tris/HCI pH 7,6, 150 mM NaCl, 1% NP-40, 1%
Deoxycholate, 0,1% SDS

Tampon de Laémmli 5X: 5%SDS, 1% p-mercaptoéthanol, 0,25 M Tris/HCIl pH=6,5, 0
5% glycérol, 0,05% Bleu de bromophénol
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Gel de concentration a 4,5%: 4,5% Acrylamide/Bisacrylamide, 75 mM Tris/HCI pH=6,8,
0,06%SDS, 0,03% persulfate d’ammonium, 0,01 ml TEMED

Gel de séparation a 12%: 12% Acrylamide/Bisacrylamide, 375 mM Tris/HCI pH=8,8 ;
0,01%SDS, 0,04% persulfate d’ammonium, 0,01 ml TEMED

Gel de séparation a 10%: 10% Acrylamide/Bisacrylamide, 375 mM Tris/HCl pH=8,8,
0,01%SDS, 0,04% persulfate d’ammonium, 0,01 ml TEMED

Tampon de migration: Tris 25 mM, Glycine 0,192 M, SDS 0,1%
Tampon de transfert: 48 mM Tris, 39 mM Glycine, 20% Méthanol
PBS Tween BSA: 150 mM NaCl, 10 mM Tris, 0,1% Tween 20, BSA 5%, QSP PBS 1X

PBS NP-40: 0.1% NP-40, QSP PBS 1X

3- Expériences d’immuno-précipitation

Tampon de Lyse IP: 50 mM Tris/HCI pH 7,4, 250 mM NaCl, 0.2 mM EDTA, 1% Triton
X100, inhibiteur de protéases Complete (Roche) 1X final, 1 mM DTT

Tampon de dilution IP: 50 mM Tris/ HCI pH 7,4, 0,2 mM EDTA, 100 mM NacCl, 0,4%
Triton X100

4- Autres tampons et solutions

Rouge neutre: 0,5% (w/v) dans H20
Rouge ponceau: 2g rouge ponceau (Sigma), 30g de trichloroacétate, QSP 11 H20
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L’équipe dans laquelle j’ai réalisé mon travail de these s’attache a préciser le role et
le niveau d’implication des facteurs de transcription du groupe PEA3 (Pea3, Erm et Er81)
lors des événements de morphogenése et de tumorigenése de la glande mammaire. Ce
projet est réparti en deux grandes approches: 1’étude de leur participation aux propriétés de
prolifération de migration ou encore d’invasion impliqués lors de la morphogenése comme
de la tumorigenése et la mise en évidence des mécanismes moléculaires utilisés. Dans ce
contexte deux lignées cellulaires exprimant les membres du groupe PEA3 ont été choisies

comme modeles d’étude:

- une lignée de cellules épithéliales mammaires murines « normales »: les TAC
(TAC 2.1 dérivées des NMuMG ATCC CRL-1636). Ces cellules sont utilisées
comme modele de morphogenése notamment suite a leur stimulation par des

facteurs de croissance comme le HGF (Soriano et al., 1995),

- une lignée de cellules épithéliales mammaires murines cancéreuses: les MMT
(ATCC CCL-51), capables de former des tumeurs apres injection dans des souris

immunodéprimées.

La stratégie générale de ce projet est basée sur 1’étude des propriétés
morphogénétiques in vitro (comportement dans une matrice tridimensionnelle, migration,
invasion, prolifération) et in vivo (injection dans des souris immunodéprimées) de ces
cellules aprés surexpression, pour les cellules TAC, ou répression pour les cellules TAC et
MMT, de I’expression de Pea3 ou Erm. Dans cette optique ont déja été établis et

caractérisés :

- des clones cellulaires TAC surexprimant de fagon stable et constitutive Pea3 ou
Erm et nommés respectivement TAC Pea3-8 et TAC Erm1 (Chotteau-Lelievre et
al., 2003),

- des petits ARN interférents (siRNA) nommés sipea32DH et sierm3DH

permettant la répression de 1’expression de Pea3 ou Erm dans les cellules MMT.
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contréle + HGF (20 ng/mL)

TAC pe-7

TAC Erml

Figure 25. La surexpression des facteurs de transcription Pea3 et Erm dans les
cellules « normales» (TAC) modifie leurs capacités morphogénétiques. La
surexpression de Pea3 ou Erm (illustrée ici pour Erm) dans les cellules mammaires leurs
confere la capacité de faire de la morphogenese de facon spontanée en gel tridimensionnel
de collagéne mimant ainsi I’effet du HGF (Chotteau-Lelievre et al., 2003).
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L’ensemble des résultats obtenus a partir de ces modeles a permis de montrer que la
surexpression de Pea3 ou Erm dans les cellules épithéliales « normales » TAC leur confere
la capacité de faire de la morphogenése in vitro, mimant ainsi les effets du facteur de
croissance HGF, alors que les cellules t¢émoins en sont incapables (Figure 25). De plus il a
été montré que ces capacités sont corrélées a ’acquisition de propriétés migratoires et

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

Concernant le modele de tumorigeneése MMT, la répression de 1’expression de I’un
ou I’autre des facteurs Pea3 ou Erm diminue la capacité des cellules a envahir une matrice
tridimensionnelle de collagene. Cet effet est corrélé a une diminution des propriétés de
prolifération, de migration et d’invasion cellulaires. De plus, les cellules dans lesquelles
I’expression de Pea3 ou Erm est inhibée forment des tumeurs de tailles réduites par rapport
au contrdle lorsqu’elles sont injectées dans le flanc de souris immunodéprimées (Firlej,

Ladam et al., 2008).

Par conséquent, la somme des résultats obtenus a partir de ces modéles cellulaires
TAC et MMT a permis de démontrer la participation des facteurs Pea3 et Erm dans les
é¢vénements de morphogenese et de tumorigenése mammaires ; notamment dans les
propriétés cellulaires modifiées lors de ces processus a savoir: la prolifération, la

migration et I’invasion.

L’étape suivante de ce travail exploratoire a donc été basée sur la recherche des
mécanismes moléculaires impliquant Pea3 et Erm lors de ces événements. L’objectif
principal au sein de notre équipe s’est donc axé sur la recherche et la caractérisation des
génes cibles régulés par ces facteurs de transcription dans les modeles présentés
précédemment complétés par les modeles de répression de ces facteurs dans les cellules

TAC et d’autres mod¢les de surexpression mis en place au cours de ma thése.

Dans cette optique, avant mon arrivée au laboratoire, une premicre approche non
exhaustive de recherche des genes cibles avait été réalisée en comparant les cellules TAC
contrdles (TAC pc-7) versus surexprimant le facteur Erm (TAC Erml) en utilisant une
puce a ADN (AtlasTM Mouse cDNA Expression Arrays, Clontech) permettant de
déterminer la modulation de I’expression de 388 genes. Cette analyse comparative a
permis d’identifier quelques cibles moléculaires comme le géne bax (Firlej et al., 2005) ou

encore le geéne cycline d2 dont 1’étude de la régulation a été poursuivie.
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A partir de [’ensemble de ces données et dans le but de poursuivre et de compléter
les travaux dans ce contexte, mon travail de these s’est focalisé sur [’étude du facteur de

transcription Pea3 et s’est orienté autour des axes de recherche suivants :

1 Compléter 1’é¢tude des propriétés morphogénétiques des cellules normales ou
cancéreuses dans lesquelles 1’expression du facteur Pea3 est modulée,
- en analysant le comportement in vivo des cellules TAC Pea3-8 surexprimant
Pea3,
- en participant a 1’¢tude des propriétés tumorales des cellules MMT dans

lesquelles Pea3 est réprimé a 1’aide de petits ARN interférents sipea32DH.

2 Rechercher les mécanismes moléculaires régulés par et relayant les effets de Pea3
en complétant une analyse transcriptomique globale et comparative a grande échelle
dans les modéles cellulaires d’étude TAC versus TAC Pea3-8 et MMT versus MMT
sipea32DH.

3 Poursuivre I’é¢tude du gene cycline D2 par la caractérisation de la régulation de son

expression par le facteur Pea3 dans le modele TAC.

4 Définir I’'implication de la Cycline D2 et son lien fonctionnel avec Pea3 dans les

événements de morphogenése et de tumorigenése mammaires.

5 Exploiter les résultats des données issues de 1’analyse transcriptomique réalisée sur
les modeles TAC Pea3-8 et MMT sipea32DH et définir leur pertinence dans les
effets induits par Pea3.

Pour I’ensemble de ces travaux, nous avons utilis¢ principalement les modeles
cellulaires suivants: les TAC Pea3-8 surexprimant le facteur Pea3, les TAC sipea32DH, les
TAC pLPCX Pea3 et TAC sipea3pool mises au point au cours de ma these, et les MMT
sipea32DH. Nous disposons d’autres modéeles déja caractérisés pour les TAC ou les MMT
et complémentaires de ceux-ci mais qui ne seront pas décrits ici afin de ne pas surcharger
la présentation. Ces modeles, quand ils ont été utilisés, 1’ont été dans le but d’avoir un

témoin supplémentaire afin d’agrémenter la qualité des résultats.
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I. [Etablissement de modéles cellulaires TAC
complémentaires aux modéles déja établis

Cette premicre partie expose les modeles cellulaires mis au point au cours de ma
thése dans le but de compléter les études menées avec les modeles cellulaires TAC de
surexpression TAC Pea3-8 ou de répression TAC sipea32DH préalablement établis et dans

un souci de disposer de plusieurs modéles a comparer.

Nous avons ainsi complété les modeles TAC:

- de répression de pea3 en utilisant un mélange de quatre nouvelles séquences
siRNA dirigées contre pea3, commercialisés par la sociét¢é Dharmacon et
possédant deux caractéristiques nouvelles : une modification chimique augmentant
la spécificité de prise en charge de chaque siRNA par la voie de dégradation des
ARN messagers et leur association dans un mélange équimolaire nommé «pool»
(sipea3 pool). L’application de ces critéres doit permettre de diminuer les effets
aspécifiques attribués a chaque siRNA. Lors de I’étude nous avons utilis¢ les

siRNA sipea32DH et sipea3pool en paralléle.

- de surexpression en établissant d’autres cellules TAC surexprimant de facon
stable et constitutive le facteur de transcription Pea3. En effet ’utilisation de
clones cellulaires possédant un méme site d’intégration du plasmide d’expression
au sein de leur génome peut entrainer des biais dans I’interprétation des résultats.
Nous avons alors utilis¢é des outils rétroviraux permettant 1’obtention d’une
population de cellules ayant intégré de facon stable mais aléatoire un vecteur
d’expression du facteur Pea3, au sein de leur génome. L’objectif est d’utiliser cette

population de cellules en parallele et en comparaison du clone cellulaire TAC Pea3-
8.

1- Répression de I’expression de Pea3 dans les cellules TAC

Suite a la transfection transitoire des siRNA dans les cellules TAC, la fonctionnalité
des différentes séquences siRNA a été évaluée par analyse de la quantité d’ARN messager

pea3 par la technique de RT-PCR quantitative.
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Quarante huit heures apreés la transfection des cellules le mélange sipea3pool
permet une répression de I’ordre de 80% de 1’expression de I’ARN messager pea3 dans les
cellules TAC (Figure 26). Cet effet est légerement inférieur a celui observé apres
transfection du siRNA sipea32DH qui méne a une répression de ’ordre de 90% de
I’expression de Pea3 dans les mémes cellules. Donc, méme si les nouveaux siRNA utilisés
semblent Iégérement moins efficaces que le siRNA sipea32DH les résultats indiquent que

les différentes séquences sont fonctionnelles.

Il est & noter que nous n’avons pas pu vérifier I’effet des siRNA sur I’expression de
la protéine Pea3 car ne nous disposons pas d’anticorps permettant la détection des

protéines Pea3 endogenes par les techniques de Western blot.

Ce modele de répression a notamment été utilisé pour valider la régulation du geéne
cycline d2 (cf paragraphe V.2). Il a aussi été utilisé en parallele des TAC sipea32DH dans
des études morphogénétiques qui ne seront pas détaillées ici faute d’avoir donné des

résultats correctement exploitables.

2- Surexpression de Pea3 dans les cellules TAC par Dutilisation de vecteurs

rétroviraux

L’infection rétrovirale a été réalisée en suivant le protocole décrit dans la partie

Matériels et Méthodes. Les lignées cellulaires suivantes ont été obtenues:

- les cellules témoins nommées TAC PLPCX ayant intégré de facon stable le

vecteur d’expression rétroviral PLPCX,

- les cellules TAC PLPCX-Pea3-V5 ayant intégré de facon stable le vecteur
d’expression rétroviral PLPCX-Pea3-V5 contenant la séquence d’ADN complémentaire du

gene pea3 étiqueté avec une séquence de type V5 (Invitrogen®).
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Figure 26. Répression de I’expression de pea3 par interférence a ’ARN dans les
cellules TAC. L’expression de I’ARN messager pea3 a été analysée par RT-PCR
quantitative, 48 heures apres la transfection des siRNA si contrdle, siRNA sipea32DH et
sipea3pool dans les cellules TAC. L’expression de pea3 est normalisée par 1’expression du
gene référent cyclophilline.
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a. Analyse morphologique des cellules en culture

La morphologie des cellules a été observée par microscopie optique des le début de
la sélection et jusqu'a I’obtention des nouvelles lignées ayant intégré les vecteurs PLPCX
ou PLPCX Pea3. Ainsi, les cellules infectées par le vecteur controle PLPCX présentent une
morphologie de cellules TAC sauvages. Dans la condition PLPCX Pea3-V5 nous avons
observé un effet délétére se traduisant par la perte d’une grande quantité de cellules. Le
maintien de la sélection pendant une semaine a permis d’obtenir des cellules que nous
pouvons entretenir. Ces cellules possédent une forme plus étirée que les cellules témoins
TAC, TAC pc-7 ou TAC PLPCX, ressemblant a celle de cellules mésenchymateuses et a
celle du clone cellulaire TAC Pea3-8 (Figure 27). Il est a noter que cet effet délétere n’a pu
étre observé que dans la condition de surexpression de Pea3 et cela a chaque infection

virale que nous avons entreprise.

Nous avons alors voulu valider la surexpression de Pea3 dans les types
cellulaires TAC PLPCX Pea3-VS5, 48 heures apres sélection (TAC PLPCX Pea3-V5 48H)
et TAC PLPCX Pea3-V5 apres une semaine de sélection (TAC PLPCX Pea3-V5) en les
comparant aux clones cellulaires TAC Pea3-8 et TAC pc-7 pour lesquels nous avons plus

d’expérience (Chotteau-Lelievre et al., 2003), et cela de différentes fagons :

- au niveau des ARN messagers par RT-PCR quantitative,

- au niveau protéique par Western Blot a 1’aide d’un anticorps reconnaissant

I’étiquette V5,

- par analyse de I’expression de genes cibles du facteur de transcription Pea3.

b. Analyse par RT-PCR quantitative

Nous avons entrepris de déterminer la quantité relative d’ARN messager pea3, par
RT-PCR quantitative, dans les cellules TAC PLPCX Pea3-V5 apres 48h ou une semaine de
sélection, comparées aux cellules TAC PLPCX et aux clones cellulaires TAC Pea3-8 et
TAC pc-7. Les cellules TAC Pea3-8 expriment 5 fois plus d’ARN messager pea3 que les
cellules TAC pc-7 (Figure 28A). Les cellules TAC PLPCX Pea3-V5-48H et TAC PLPCX
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Figure 27. Observation de la morphologie des cellules TAC PLPCX et TAC PLPCX
Pea3-VS par microscopie optique et comparaison avec les modeles TAC pc-7 et TAC
Pea3-8. Une semaine apres le début de la sélection par ajout de ’antibiotique Puromycine
®, les cellules TAC PLPCX Pea3-V5 tout comme les cellules TAC Pea3-8 ont une
morphologie plus fibroblastique que les cellules témoins TAC pc-7 et TAC PLPCX.
Grossissement X200.
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Pea3-V5 ont un niveau d’ARN messager pea3 respectivement 208 fois et 90 fois supérieur
a celui observé dans les cellules témoins TAC PLPCX (Figure 28A). Ainsi une forte
surexpression de I’ARN messager pea3 est associée a ’effet délétére observé suite a
I’infection des cellules TAC et décrit précédemment alors que I’on observe une expression
beaucoup plus restreinte dans les cellules échappant a cet effet délétére de Pea3 et

possédant une morphologie « fibroblastique » (TAC Pea3-8 et TAC PLPCX Pea3-V5).

c¢. Western Blot

Nous avons analysé 1’expression des protéines Pea3 et Pea3-V5 dans les différents
modeles cellulaires de surexpression de Pea3 en utilisant un anticorps reconnaissant la
protéine Pea3 murine. Pour cela nous avons utilis¢é un anticorps polyclonal développé
récemment et dirigé contre une séquence peptidique de la protéine Pea3 (Thermofisher,
Openbiosystems). La validation de la fonctionnalit¢é de cet anticorps préalablement
effectuée, a indiqué qu’il ne permettait de détecter la protéine Pea3 par Western blot que
lorsque celle-ci est surexprimée de fagon transitoire, les cellules HEK293 qui présentent un
bon taux de transfection ayant été choisies pour les différentes expériences qui ont été
menées (Figure 28B). La détection de Pea3-V5 a donc été testée dans les cellules TAC
PLPCX Pea3-V5-48H et TAC PLPCX Pea3-V5 en utilisant cet anticorps. Par cette
méthode nous sommes en mesure de détecter un signal spécifique a 80KDa environ dans
les cellules TAC PLPCX Pea3-V5-48H, signal non détecté dans les cellules TAC PLPCX
et pouvant correspondre a la protéine Pea3-V5 (Figure 28B). En paralléle, nous n’avons
pas été en mesure de détecter 1’expression de Pea3-V5 dans les cellules TAC PLPCX
Pea3-V5 ni celle de Pea3 dans les cellules TAC Pea3-8 comparées aux cellules TAC pc-7.
Il est a noter que I’utilisation d’un anticorps dirigé contre 1’étiquette V5 n’a pas non plus

permis la détection de Pea3-VS5 dans les cellules TAC PLPCX Pea3-VS5.

L’ensemble de ces données montre donc que la protéine Pea3-V5 est bien traduite
dans les cellules mais ne nous permettent pas de vérifier la surexpression de Pea3 au
niveau protéique dans les cellules TAC Pea3-8 ni celle de Pea3-V5 dans les cellules TAC
PLPCX Pea3-V5. Cependant nous pouvons penser que si cette surexpression existe, elle
est inférieure a celle observée dans le modele cellulaire TAC PLPCX Pea3-V5 48H, ce qui

peut étre corrélé aux données de RT-PCR quantitative.

80



300,0
208,4

250,0
200,0 -
150,0 -
89,7

100,0 |

50,0

1,0 1,0 5,4
0’0 4 . . . ——

T T

TACPLPCX TAC PLPCX
Pea3-V5 48H Pea3-V5

Expression relative pea3 / cyclophilline

TAC pc-7  TAC PLPCX TAC Pea3-8

95kDa
72kDa

- VS. I

Figure 28. Analyse de ’expression de Pea3 au niveau transcriptionnel et protéique
dans les modeles cellulaires TAC de surexpression de Pea3. A. Analyse par RT-PCR
quantitative de 1’expression de I’ARN messager pea3 dans les cellules TAC Pea3-8, TAC
PLPCX Pea3-V5 48H et TAC PLPCX Pea3-V5 par rapport aux cellules témoins TAC pc-7
et TAC PLPCX dont I’expression est arbitrairement fixée a 1. B. Analyse par Western Blot
de D’expression de Pea3 et Pea3-V5 en utilisant un anticorps polyclonal permettant la
détection de la protéine Pea3 murine dans les cellules HEK 293 apres transfection
transitoire d’un plasmide permettant I’expression de Pea3, ainsi que dans les modeles TAC
de surexpression stable de Pea3.
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Ces résultats indiquent qu’au cours de la sélection des cellules exprimant Pea3-V5
I’apparition de populations cellulaires exprimant faiblement le facteur de transcription
Pea3 a été favorisée. Une forte expression de Pea3 semble donc avoir un effet délétere sur

les cellules TAC en culture.

Puisque nous n’avons pas été en mesure de visualiser la surexpression de Pea3 ou
Pea3-V5, nous avons complété I’analyse par un test de la fonctionnalit¢ de Pea3 en
mesurant, par RT-PCR semi quantitative, 1’expression de génes cibles de Pea3 dont la
modulation a déja pu étre observée dans les modeles cellulaires MMT et TAC Pea3-8 ainsi
que dans la littérature. En effet, une surexpression effective de Pea3 devrait favoriser

I’expression de ces génes cibles.

d. Analyse des genes cibles par RT-PCR semi quantitative

En nous basant sur nos données préliminaires et sur la littérature nous avons choisi
d’analyser I’expression des génes mmp13 et mmp9 par RT-PCR semi quantitative dans les
cellules TAC pc-7, TAC PLPCX, TAC Pea3-8 et TAC PLPCX Pea3-VS5. En effet ces deux
geénes sont caractérisés comme genes cibles directs du facteur de transcription Pea3 dans la
littérature et au laboratoire (Diaz-Sanjuan et al., 2009; Qin et al., 2008), données non
publiées). Lors d’expériences préliminaires nous avons pu montrer que leur expression est
augmentée dans les cellules TAC Pea3-8. Les génes 36b4 et ppia ont été utilisés comme
genes référents. Ainsi, ’expression des génes mmpl3 et mmp9 est augmentée dans les
cellules TAC PLPCX Pea3-V5 comparées aux cellules TAC PLPCX (Figure 29). Ces
résultats sont similaires a ceux observés dans les cellules TAC Pea3-8 comparées aux
cellules TAC pc-7. L’ensemble de ces données indique que la protéine Pea3-V5 est

fonctionnelle dans la lignée TAC puisqu’elle module I’expression de genes cibles de Pea3.

Malgré un niveau plus important d’ARN messager pea3 dans les TAC PLPCX Pea3-
V5 que dans les TAC Pea3-8 la modulation observée pour les genes testés y est plus faible
que dans les TAC Pea3-8. Ceci indique probablement une plus faible activité ou expression
de la protéine Pea3-V5 que la forme sauvage de Pea3 surexprimée dans le modele TAC

Pea3-8.
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L’établissement de ces autres lignées TAC surexprimant Pea3 de fagon constitutive
ayant été obtenues assez récemment, elle n’ont pu étre incluses systématiquement en
parallele des TAC Pea3-8. Cependant ces modeles qui complétent notre gamme d’outils,
apportent de nouvelles informations concernant I’importance des effets de la surexpression
de Pea3 dans la capacité des cellules a le supporter et ouvrent aussi de nouvelles voies

d’investigation potentielles.

mmpl3

mmp9
pea3

36b4

ppia

Figure 29. Analyse de I’expression des génes cibles de Pea3 mmpl3 et mmp9 dans les
modéles cellulaires de surexpression de Pea3. L’expression des génes mmp13, mmp9 et
pea3 a été analysée par RT-PCR semi-quantitative dans les cellules TAC pc-7, TAC Pea3-
8, TAC PLPCX et TAC PLPCX Pea3-VS5. L’expression des génes 36b4 et ppia est utilisée
en tant que référent.
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II. Pea3 est un facteur pro-morphogéne capable de conférer
des propriétés tumorales aux cellules épithéliales
mammaires normales

Aprées avoir mis en évidence que les cellules surexprimant Pea3, les TAC Pea3-8,
sont capables de faire de la morphogenése de facon spontanée in vitro en gel de collagéne,
et qu’elles ont des propriétés de migration et d’invasion augmentées (Chotteau-Lelievre et
al., 2003), nous avons émis 1I’hypotheése que Pea3 puisse induire la formation d’un arbre
¢pithélial aprés implantation des cellules dans une glande mammaire préalablement
désépithélialisée. Nous avons donc essayé de mettre au point cette technique dans le but de

tester les cellules TAC Pea3-8 dans ce contexte.

1- Essais de reconstitution d’une glande mammaire désépithélialisée

Cette technique in vivo est basée sur 1’¢limination de I’épithélium des glandes
mammaires a un stade pubertaire précoce de fagon a pouvoir réimplanter des cellules
(normales ou a génotype modifi¢) dans le ‘Fat Pad free’ c’est a dire dans I’environnement
mésenchymateux, pour recréer un contexte « naturel ». Apres un certain nombre d’essais et
de mise au point, cette technique nous a permis d’obtenir des glandes mammaires
désépithélialisées. Mais cependant, pour I’instant, le systéme n’est pas fonctionnel dans le
cadre de la ré-épithélialisation car nous n’avons pas de garantie dans les essais qui ont été
effectués que les cellules qui repartent, dans les cas ou cela est arrivé, sont bien des cellules
que nous avons injectées. Pour cela I’obtention de cellules TAC pc-7 et TAC Pea3-8

exprimant la protéine GFP est actuellement en cours.

2- Les cellules TAC Pea3-8 possédent des propriétés de cellules transformées

Lors d’un essai de recolonisation mammaire, 1’injection de 500 000 cellules TAC
Pea3-8 a conduit a ’obtention de tumeurs alors qu’aucune observation ne fiit faite dans les
glandes greffées avec les cellules TAC pc-7. Nous avons alors voulu reproduire

I’expérience afin de vérifier I’exactitude de ces résultats.

Pour cela, nous avons injecté les cellules TAC Pea3-8 ou pc-7 dans la glande

mammaire numéro 4 gauche non désépithélialisée de souris immuno-déficientes SCID. 12
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souris ont été injectées avec les cellules TAC pc-7 et 12 avec les cellules TAC Pea3-8, le

tout réparti sur trois expériences indépendantes.

Le suivi des animaux a été réalisé par palpation de la glande injectée, tous les 7
jours environ afin de détecter I’apparition de masses tumorales. L’évolution du volume
médian des tumeurs en fonction du temps est représentée pour chaque expérience (Figure

30).

Dans deux des expériences menées, les cellules TAC pc-7 n’ont pas formé de
tumeurs pendant le temps d’observation (Figures 30A et 30B). Dans la troisiéme
expérience, 3 souris sur 4 injectées avec les TAC pc-7 ont développé des tumeurs
détectables a partir de 137 jours, mais avec une évolution trés lente (Figure 30C).
Concernant les cellules TAC Pea3-8, 11 souris sur les 12 injectées au total ont développé
des tumeurs détectables a partir de 74, 77 ou 84 jours en fonction de I’expérience et qui ont
progressé constamment dans le temps jusqu’au sacrifice des animaux (Figures 30A, 30B et

30C).

L’observation macroscopique des organes a permis de mettre en évidence la
présence de métastases au niveau des poumons des souris ayant développé des tumeurs
suite a I’injection des cellules TAC Pea3-8 alors qu’aucune anomalie n’a pu étre observée
dans les organes des souris témoins ayant développé ou non des tumeurs (Figure 31A).
L’observation microscopique des poumons apres inclusion dans la paraffine confirme la
présence de masses cellulaires désorganisées correspondant a des métastases au sein du

tissu pulmonaire (Figure 31B).

L’ensemble de ces données indique un potentiel tumorigene trés faible pour les
cellules témoins TAC pc-7. Le fait que cette capacité ne soit observée que dans une seule
expérience sur les trois peut étre le reflet d’une erreur technique. Il faudra répéter
I’expérience pour tirer une conclusion définitive. Néanmoins, nous pouvons affirmer que la
surexpression du facteur de transcription Pea3 favorise considérablement la formation de
tumeurs en augmentant la fréquence et en diminuant le délai d’apparition. Pea3 confére

aussi a ces cellules la capacité de former des métastases au niveau des poumons.
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Figure 30. Analyse du potentiel tumoral des clones cellulaires TAC pc-7 et TAC Pea3-
8 aprés injection dans une glande mammaire désépithélialisée de souris
immunodéficientes. (A, B, C) Trois expériences indépendantes pour lesquelles est
représentée la valeur médiane du volume tumoral mesuré dans chaque condition TAC pc-7
ou TAC Pea3-8 en fonction du temps. Le temps le plus précoce correspond a la premicre
observation tumorale.

A.

Figure 31. Analyse de la présence de métastases au niveau des poumons des souris
injectées avec les cellules TAC Pea3-8. A. Observation macroscopique d’une métastase
se développant dans le poumon d’une souris dans laquelle les cellules TAC PEA3-8 ont été
injectées. B. Observation microscopique d’une métastase au sein du tissu pulmonaire dans
lequel s’est développée une métastase. M (Métastase), AP (Alvéoles Pulmonaires).
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Ces résultats renseignent sur I’implication de Pea3 dans 1’acquisition, par les
cellules mammaires TAC, de propriétés cancéreuses lorsqu’elles sont placées dans le
contexte de la glande mammaire in vivo et sont en accord avec les données obtenues dans
le modele de cellules cancéreuses mammaires, les cellules MMT, qui sont présentées dans
le paragraphe suivant. Le travail in vivo a été réalisé avec 1’aide de Patrick Dumont, Institut

de Biologie de Lille.

III. Pea3 est un facteur pro-tumoral capable de moduler les
propriétés tumorales des cellules épithéliales mammaires
transformées

L’implication des facteurs de transcription du groupe PEA3 lors du développement
tumoral est décrite dans la littérature et ceci dans divers types de tissus dont la glande
mammaire (cf partie Introduction, V). Cependant au début de cette étude, les propriétés
cellulaires et les mécanismes moléculaires régulés par ces facteurs dans le contexte de la
tumorigen¢se mammaire étaient encore peu étudiés. De plus toutes les données disponibles
préalablement a nos travaux étaient issues d’expériences basées sur des stratégies de
surexpression et ne permettaient donc pas d’apprécier I’importance de leur présence dans
ce contexte. Enfin, trés peu de génes cibles des membres du groupe PEA3 étaient décrits

lors de la progression du cancer mammaire.

En se basant sur ce constat, une stratégie de répression de 1’expression de Pea3 a été
envisagée dans des cellules cancéreuses mammaires MMT, cellules possédant de hauts
pouvoirs de prolifération, de migration et d’invasion, ainsi que la capacité de former des
tumeurs lorsqu’elles injectées dans le flanc de souris immunodéprimées. Puis les questions

suivantes ont été abordées :

Quelle est ’influence de la répression de I’expression de Pea3 sur les propriétés

morphogénétiques des cellules MMT ?

Quels sont les génes cibles dont I’expression est régulée suite a cette répression

de Pea3 ?
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Lors de mon arrivée au laboratoire j’ai participé a I’obtention des résultats de cette
¢tude qui ont permis la publication d’un article scientifique, notamment pour la réalisation

des analyses phénotypiques et pour I’analyse des génes cibles:

Firlej V*, Ladam F*, Brysbaert G, Dumont P, Fuks F, de Launoit Y, Benecke A,
Chotteau-Lelievre A (2008). Reduced tumorigenesis in mouse mammary cancer cells

following inhibition of Pea3 or Erm dependent transcription.

Journal of Cell Science 121: 3393-402. * Contributed equally to the work

J’ai choisi de résumer ici les travaux concernant le facteur de transcription Pea3,
membre du groupe PEA3 sur lequel je me suis focalisé pendant ma these. Les figures
référencées dans le texte sont disponibles dans I’article attaché ci apreés. De plus je ne
présenterai dans cette partie que les résultats concernant I’effet de la répression de Pea3 sur
les propriétés morphogénétiques des cellules MMT. L’aspect recherche des geénes cibles

sera développé plus loin, dans la partie IV.2.b.

Résumé de Darticle

Afin de mieux comprendre comment Pea3 est impliqué dans la progression des
cancers de la glande mammaire, I’influence de sa répression sur les capacités de
prolifération, de migration et d’invasion cellulaires a été analysée. En effet, de nombreux
geénes participant a la tumorigenese régulent ces trois propriétés cellulaires, permettant
ainsi la croissance de la tumeur ainsi que la formation de métastases. Cette analyse a été
entreprise par des tests in vitro en comparant des cellules MMT transfectées avec des
séquences siRNA témoins a celles transfectées avec des siRNA ciblant I’ARN messager
pea3, le sipea32DH décrit dans la partie I ou le sipea34DH (un autre siRNA utilisé¢ a ce

moment 13).

La prolifération des cellules a été étudiée par comptage toutes les 24 heures pendant
96 heures. Ainsi, la répression de Pea3 entraine une diminution de la prolifération des

cellules d’environ 40% apres 96 heures d’expérience (Figure 2.A. de I’article).
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La migration des cellules MMT a été analysée en testant leur capacité a traverser
une membrane microporée. Par cette méthode nous avons alors observé une diminution de
I’ordre de 80 a 90% de leur capacité a traverser la membrane lorsque I’expression de Pea3

est réprimée (Figure 2C de I’article).

Le potentiel invasif a quant a lui ét¢ mesuré en plagant les cellules dans un gel
tridimensionnel de collagéne. En effet, les cellules MMT peuvent envahir le gel formant
ainsi des travées de cellules progressant dans le collagéne. La répression de Pea3 dans ces
cellules diminue fortement la formation de ces travées indiquant alors que les cellules sont

moins invasives (Figure 3 de I’article).

En conclusion, les tests morphogénétiques in vitro indiquent que le facteur de
transcription Pea3 est important pour les propriétés de prolifération, de migration et

d’invasion des cellules MMT.

Compte tenu des résultats de ces analyses in vitro ainsi que du fait que les
propriétés de prolifération, de migration et d’invasion participent a 1’établissement du
potentiel tumoral et a la progression des tumeurs, nous avons voulu déterminer quel serait

I’impact de la répression de Pea3 sur la capacité des cellules MMT a former des tumeurs.

Pour ce faire des cellules MMT exprimant de fagon stable et constitutive des
séquences shRNA témoins ou permettant la répression de fagon spécifique de 1’expression
de Pea3 ont été développées. Apres injection des cellules dans le flanc de souris
immunodéprimées, I’apparition et la croissance des tumeurs a été suivie. Ce suivi montre
que les cellules MMT témoins et celles dans lesquelles 1I’expression de Pea3 est réprimée
forment des tumeurs détectables trois a quatre jours apres injection. Cependant apres neuf
jours, les tumeurs issues des cellules MMT exprimant la séquence shRNA ciblant Pea3
sont environ deux fois plus petites que celles formées par les cellules témoins. Ceci indique
donc un retard de croissance de la tumeur lorsque 1’expression de Pea3 est réprimée

(Figure 4 de I’article).

La somme de ces résultats a permis de conclure que le facteur de transcription Pea3
régulait la progression tumorale in vivo et ceci, notamment, en contrdlant les capacités de

prolifération, de migration et d’invasion des cellules MMT.
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L’analyse transcriptomique qui est présentée dans 1’article et qui sera reprise dans
le paragraphe IV.2.b. est en accord avec I’ensemble de ces données phénotypiques. En
effet de nombreux genes dont 1’expression est modulée suite a I’inhibition de I’expression
de Pea3 sont décrits pour influencer les capacités de prolifération, de migration et
d’invasion cellulaires. Parmi ceux-ci se trouve le geéne cycline d2 dont 1’étude fait 1’objet

de la partie suivante de mon manuscrit de these.
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IV. Quelles sont les mécanismes moléculaires relayant Pea3
dans ses effets pro-morphogénes et pro-tumorigénes ?

Compte tenu des effets observés lors de la modulation de I’expression de Pea3 dans
nos modeles d’étude TAC et MMT, nous nous sommes interrogés sur la facon dont Pea3
pouvait agir au niveau moléculaire. Pour cela la recherche des geénes dont 1I’expression est
modulée suite a la surexpression de Pea3 dans le modele TAC et suite a I’inhibition de son
expression dans le modele MMT a été entreprise par différentes études transcriptomiques

comparatives que je vais détailler dans cette partie du manuscrit.

1- Les connaissances 2 mon arrivée au laboratoire

Des expériences menées avant mon arrivée dans le laboratoire et ayant eu pour base
I’utilisation d’une puce a8 ADN (AtlasTM Mouse cDNA Expression Arrays, Clontech) et la
comparaison du transcriptome des cellules TAC Erm1 et TAC pc-7, ont permis de définir
huit génes régulés de facon importante par Erm : bax, gadd 45, gadd 153, fafl, cycline D2,
pS5cde, pim-1 et NFkB. Cette étude a été initiée suite a la mise en évidence des propriétés
morphogenes des facteurs Pea3 et Erm. Un choix ayant du étre fait a ’époque, ce sont les

cellules TAC Erm 1 qui ont été choisies.

Le travail a été¢ poursuivi pour les geénes bax et cycline D2 pour lesquels la
caractérisation de la régulation par les facteurs du groupe PEA3 a été entreprise. Le géne
bax code une protéine pro-apoptotique régulant la sortie du cytochrome C des
mitochondries (Grimm and Brdiczka, 2007). Aucun lien n’ayant été établi entre les
mécanismes de régulation de 1’apoptose et les membres du groupe PEA3, I’étude de la
régulation du géne bax a été réalisée et publiée dans The Journal of Biological Chemistry
(Firlej et al., 2005). Le gene cycline d2 quant a lui, est un acteur de la progression du cycle
cellulaire. L analyse du transcriptome des cellules TAC Erm1 et des cellules MMT montre
que son expression est positivement régulée par Erm (Firlej et al., 2005; Firlej, Ladam et
al., 2008). La progression du cycle cellulaire étant un événement primordial pour la

prolifération des
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Condition A Condition B

Transcriptome A Transcriptome B
Puce a ADN Puce a ADN

o3 0 °
ocs

Analyse
comparative

l

Analyse statistique
pvalue < 0,01, 0,05; 0,1

l

Genes dont I’expression change entre A et B

Figure 32. Représentation schématique de la stratégie d’analyse comparative du
transcriptome des modeles cellulaires de surexpression et d’inhibition de I’expression
de Pea3. Les ARN messagers des cellules de deux conditions & comparer sont récupérés,
marqués et hybridés sur des puces a ADN contenant des séquences oligonucléotidiques. En
fonction du nombre de copies d’un méme ARN messager le signal mesuré sera plus ou
moins important ce qui permet de quantifier I’expression de chaque ARN messager. La
comparaison du niveau d’expression de chaque ARN messager entre les deux conditions et
I’analyse statistique des données permet de déterminer quels sont les geénes dont
I’expression est modulée entre la condition A (TAC pc-7 ou MMT si controle) et la
condition B (TAC Pea3-8 ou MMT sipea3 2DH).
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cellules en contexte normal et pathologique, 1’étude de la régulation de I’expression
dugene cycline d2 par les membres du groupe PEA3 et de son implication dans les
é¢vénements de morphogenese et de tumorigenése mammaires a donc été entreprise. Cette
¢tude initiée avant mon arrivée a ensuite fait 1’objet d’une partie de mon travail de thése en

focalisant sur le facteur Pea3 et sera détaillée dans les paragraphes V et VI.

2- Les nouvelles analyses transcriptomiques réalisées au cours de ma these

Afin d’étudier les mécanismes moléculaires régulés par Pea3 dans nos différents
modeles cellulaires d’étude TAC et MMT, nous avons entrepris une série d’analyses
transcriptomiques utilisant la technologie des puces a8 ADN. La stratégie est basée sur une
analyse comparative du transcriptome des cellules TAC ou MMT dans lesquelles
I’expression de Pea3 est modulée (TAC Pea3-8 ou MMT sipea32DH) par rapport au
transcriptome des cellules TAC ou MMT témoins (TAC pc-7 ou MMT si controle). Cette
facon de procéder permet de déterminer les génes dont I’expression est modulée suite a la
surexpression de Pea3 dans les TAC ou suite a I’inhibition de Pea3 dans les cellules MMT
et est résumée dans la Figure 32. Nous avons choisi, pour analyser le transcriptome des
cellules, d’utiliser des puces a ADN de la technologie Applied Biosystems, Mouse
Genome Survey Microarray, qui permet d’analyser I’expression de 28218 génes validés du
génome murin. Ce travail a été réalisé en collaboration avec le Dr Arndt Benecke et son
équipe (IRI, systems epigenomics group), notamment pour 1’analyse statistique des

données.

Pour cette étude, les ARN ont été extraits des modeles de surexpression et de
répression suivants:
- les cellules TAC pc-7 (3 échantillons)
- les cellules TAC Pea3-8 (3 échantillons)
modeles réalisés dans le cadre de mon travail de these.
- Les cellules MMT transfectées avec un siRNA contrdle (3 échantillons)
- les cellules MMT transfectées avec le siRNA si pea32DH (3 échantillons)

modeles mis en place préalablement a ma these.

Pour chaque échantillon, la qualité et la pureté des ARN a été vérifice par la
technologie des puces Agilente, puis les ARN ont été amplifiés et marqués a la

digoxygénine. Les ARN ont alors été fragmentés et hybridés pendant 18 heures sur des
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puces a ADN reconstituant le génome murin. Aprés révélation, les résultats ont été
analysés grace au logiciel Biosystems Expression Array System Software et le logiciel
ace.map par 1’équipe du Dr Arndt Benecke (comme décrit dans la partie Matériel et
méthodes). Chaque échantillon TAC Pea3-8 ou MMT si pea32 DH est respectivement
comparé individuellement a chaque échantillon TAC pc-7 ou MMT siRNA controle. Ces
analyses ont permis de mettre en évidence une variation de 1’expression de certains geénes
entre les différentes conditions testées. Nous avons choisi de ressortir de cette analyse les
genes dont I’expression est régulée de plus ou moins deux fois et ayant une valeur p<0,01,
c'est-a-dire dont la probabilité¢ d’étre régulée est de 99%. 1l est a noter que la valeur p peut
étre modulée en fonction des résultats obtenus. En effet, plus elle sera haute (par exemple
p< 0,05 ou 0,1) plus le nombre de génes qui ressortira de I’analyse sera important. Nous

verrons qu’il peut étre intéressant de faire varier ce parameétre.

Ainsi en suivant ces critéres nous obtenons une liste de 115 génes régulés suite a la
surexpression de Pea3 dans le modele TAC (TAC pc-7 versus TAC Pea3-8) et une liste de
84 genes dont I’expression est modulée suite a I’inhibition de Pea3 dans les cellules MMT
(MMT siRNA controle versus MMT si pea32 DH). Nous avons choisi de présenter, dans
les tableaux 3 et 4, les données pour les 10 genes les plus régulés, en positif et en négatif,
dans les deux analyses: 1’expression relative représente 1’expression des geénes dans les
cellules contrdles (TAC pc-7 ou MMT siRNA contrdle) par rapport a celles dans lesquelles
I’expression de Pea3 est modulée (TAC Pea3-8 ou MMT siRNA pea3 2DH).

a. Analyse des genes régulés par Pea3 dans les cellules TAC

L’analyse de la liste des geénes régulés par la surexpression du facteur Pea3 permet,
en fonction des connaissances quant a leur role décrit dans la littérature, de faire ressortir

les catégories suivantes:

- des geénes participant aux propriétés de migration et d’invasion cellulaires comme les

genes mmp13, serpine2, 1110006071Rik, 2010111101Rik (ap-o), cxcl5, Tm4sf1,

- des genes impliqués dans le controle du métabolisme cellulaire comme les génes cidec,

hpxn, ugt2b36, dio3,
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Expression

relative P

gene genelDip ¢ pey3 g

Nom complet du géne Fonction

TAC pe-7

cell death-inducing DFFA-like |code une protéine induisant I'apoptose et impliquée]

idec 84
cidec 3553 effector ¢ dans le métabolisme et le stockage des lipides

0,0008

code une enzyme dégradant la matrice extracellulairg

7
mmp13 837391 let régulant le potentiel invasif des cellules

0,0014 jmatrix metallopeptidase 13

virc25 769038 0,0042 lvomeronasal 1 receptor, C25 IND

cytotoxic T lymphocyte-

i 920918 . .
tla2a 2091 lassociated protein 2 alpha

0,0063 IND

serine (or cysteine) peptidase  |code une protéine contrélant la dégradation de la

ine2 554463 0,0027 [ 7. . . . . .
serpine. nhibitor, clade E, member 2 imatrice extracellulaire et I'invasion cellulaire
H930486L24 RIKEN cDNA 4930486124 correspond au géne festin, géne suppresseur d¢
. 756559 0
Rik lgene tumeurs
Iyée 460369 0.0014 ymphocyte antigen 6 complex, prot'.:lfc ‘ 1mpl|(']ucc dans la differenciation, la
ocus C prolifération et I'apoptose des lymphocytes T
rtl-23 753061 0 lz(gratm complex 1, acidic, gene ND
correspond au géne ecscr qui code un récepteu
1110006017 IRIKEN ¢cDNA 1110006017
Rik 337868 0,0007 bene ¢ imembranaire impliqué dans la migration des cellules

lendothéliales lors de l'angiogenése

correspond au geéne rich2 qui code une protéing
0,0075 Jexpressed sequence AU040829 [impliquée dans l'organisation du réseau d'actine des
cellules épithéliales polarisées

MU040829 | 580857

2010111101 correspond au géne ap-e qui code ung

. 649871 0,0078 RIKEN ¢cDNA 2010111101 gene| , <
Rik imétalloprotéase
. oy code une protéine impliquée dans la régulation de la
hemokine (C-X-C motif) ligand
cxcl5 395074 0,0017 ; emokine ( motif) ligan imigration, de la proliferation et de la chemoattraction

des cellules immunitaires

laldo-keto reductase family 1,

krlcl9 7279
rrse 35 member C19

IND

code une protéine impliquée dans le transport et la

928802
fipxn dégradation de I'héme

0,0001 hemopexin

null 503177 0,0001 |null IND

code une enzyme responsable de la glucuronidation ef
de la dégradation des hormones stéroidiennes
estrogéne et androgéne)

[UDP glucuronosyltransferase 2

g12b36 490672 family, polypeptide B36

0,0038

deiodinase, iodothyronine type |code une enzyme impliquée dans la dégradation des|

flio3 368711 0,0057 111 hormones thyroidiennes
cyclin-dependent kinase T . ‘o
dkn2b 807657 0,0002 finhibitor 2B (p15, inhibits code une p}-otelne inhibitrice des CDK4 et 6 'rebulanl
la progression de la phase G1 du cycle cellulaire
ICDK4)
¢éne produisant un ARN non codant responsable de|
ist 653772 0,0074 finactive X specific transcripts "lg'inactivalion de I'un des deux chromosomes X chez I
femme
— 343697 0.0007 transmembrane 4 superfamily |code une protéine régulant l'angiogenése et la

member 1 imigration des cellules

Tableau 3. Noms et fonctions de genes dont ’expression est régulée dans les cellules
TAC surexprimant Pea3 (TAC Pea3-8). L’expression relative (colonne verte) représente
I’expression des génes dans les cellules TAC Pea3-8 par rapport aux cellules TAC pc-7. Le
tableau répertorie aussi les noms et symboles des génes, leur valeur p (P) ainsi que leur
numéro d’identification dans les puces a ADN (gene ID) et des exemples de leurs fonctions
décrites dans la littérature.
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- des génes contrdlant la prolifération et la progression du cycle cellulaire comme les

genes ly6c et cdkn2b,

- des geénes régulant I’apoptose comme les geénes cidec et ly6¢.

Ces différentes catégories de genes sont d’un intérét majeur lors du développement
de la glande mammaire mais aussi lors des cancers et cela permet de suggérer qu’ils sont
en adéquation avec les roles décrits pour Pea3 lors de ces événements (Chotteau-Lelievre
et al., 2003; Firlej, Ladam et al., 2008; Hakuma et al., 2005; Kaya et al., 1996; Kurpios et
al., 2009).

Enfin dans le but de valider ces résultats, obtenus par interprétation des données de
puces a ADN, nous avons entrepris de vérifier la modulation de I’expression des génes
cidec et mmp13 dont I’expression est augmentée dans les cellules TAC Pea3-8 par rapport
aux cellules TAC pc-7 et du géne cdkn2b dont 1’expression semble réprimée par Pea3.
Pour ce faire ’expression de ces geénes a été étudiée par une technique de RT-PCR semi
quantitative dans les mode¢les cellulaires TAC pc-7 versus TAC Pea3-8 et cette analyse a
été étendue aux modeles TAC PLCPX et TAC PLPCX Pea3-V5. Ainsi I’expression des
geénes mmpl3 et cidec dans les cellules TAC Pea3-8 et TAC PLPCX Pea3-V5 est
augmentée par rapport a celle observée dans les cellules TAC pc-7. L’expression du géne
cdkn2b est réprimée dans les cellules TAC Pea3-8 et TAC PLPCX Pea3-V5 par rapport a
leurs controles respectifs. Ces données sont donc en accord avec celles obtenues dans les
expériences de puces a ADN pour le modele TAC Pea3-8 et sont confortées par 1’analyse

dans le modele TAC PLPCX Pea3-V5 (Figure 33).

b. Analyse des genes régulés par Pea3 dans les cellules MMT

L’analyse des génes régulés par le facteur de transcription Pea3 dans le modele
cellulaire MMT, réalisée selon le méme concept que ce qui a été présenté ci-dessus pour
les cellules TAC, a fait I’objet de la publication (Firlej, Ladam et al., 2008), et est résumée
dans le Tableau 4 pour les 10 génes les plus régulés, en positif et en négatif. La validation
de la pertinence de I’analyse transcritomique a été réalisée par le test de quelques geénes
cibles présentant un niveau de régulation différent dans les expériences de puces a ADN
(plus ou moins fortement régulés et en positif ou en négatif) par RT-PCR semi quantitative

(cf Figure 6 de I’article).
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Figure 33. Validation par RT-PCR semi quantitative de ’expression de trois génes
identifiés lors de I’analyse du transcriptome des cellules TAC Pea3-8 versus TAC pc-
7. L’expression des génes mmpl3, cdkn2b et cidec a été analysée par RT-PCR semi
quantitative dans les modeles cellulaires TAC Pea3-8 et TAC PLPCX Pea3-V5 en
comparaison des cellules témoins TAC pc-7 et TAC PLPCX. L’expression du gene 36b4
est utilisée en tant que référent.
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Expression relative

géne [genelD|siRNApea32pH/| P | Nom complet du géne Fonction
siRNA ctrl
code une protéine impliquée dans les|
rdml 829347 <0,00005 RAD52 motifl imécanismes de réparation des dommages|
a 'ADN
myosin. heavy polypentide 7 code une protéine impliquée dans la
myh7 336643 <0,00005 YOS Y polypep : contraction des cellules musculaires
cardiac muscle. Beta .
cardiaques
iefbp7 921450 <0.00005 msuh.n like growth factor binding cod(l: ; une pr(?tcn?c régulant  Ia
protein 7 rolifération des kératinocytes
. - code une protéine impliquée dans lef
1 diated motilit
hmmr 339138 0,0014 fuyaturonan mediated motility maintient du fuseau de division mitotique
receptor . P e
régulant ainsi la prolifération des cellules
code un  récepteur  membranaire
notch3 402835 <0,00005 notch gene homologue 3 ponirlant  la  prolifiration et I

différenciation des cellules, notamment
dans le systéme nerveux central

code une protéine partenaire de la
transformation related protein 53 [protéine p53. Trp53inpl inhibe Ila
inducible nuclear protein prolifération des cellules est induit Ia
mort cellulaire par apoptose

code une protéine régulant négativement

trp53inpl 906306 0,0033

fst 825625 <0,00005 [follistatin I'activité de la voie de signalisation du
[TGF Beta
lgéne cible de la protéine p53, code une
. rotéine régulant la prolifération par
sesn2 839098 0,0052  [sestin2 f’imermédiai%e des voies mTOR et TPGF
Beta
ILOC435791 | 893596 0,0047 |interferon zeta IND

code une protéine impliquée dans la mise
en place du fuseau de division pendant la|
imitose

code une protéine maintenant les cellules
dans un état non différencié

mucleolar and spindle associated

nusapl 932873 .
protein |

0,0001

tral 529365 0,0009 |tumor rejection antigen 1

oncogéne codant une protéine impliquée|
0,0032 [related RAS viral (r-ras) dans la morphogensée des cellules
rénales et la transformation des cellules

rras2 401001

code une protéine ligand de la protéing|

0,0064 |stress-induced phosphoprotein 1 [Prion, impliquée dans la croissance des

neurites

code un protéine au réle peu étudi¢ mais|

0,0011 |stannin pouvant participer a la migration des|

cellules endothéliales HUVEC

code une protéine régulant la mise en|

lepidermal growth factor receptor place du cytosquelette d'actine participant

pathway substrate 8 jainsi & la formation des filopodes et a la|

imigration des cellules

code une protéine récepteur de la voie du|

IFGF. Le FGFR1 module les propriétés def

prolifération de migration et de

différenciation des cellules

code une protéine composante des

imicrotubules du cytosquelette

code une protéine impliquée dans l¢

imétabolisme de la Hyaluronane et dans l¢f

contrdle des propriétés de migration et de
rolifération

stipl 905667

snn 764223

eps8 400066 <0,00005

fefrl 814680 0,0005 |[fibroblast growth factor receptor |

tuba7 715233 0.00450 |tubulin. alpha 7

has2 337659 0.00050 |hyaluronan synthase 2

ichorionic somatomammotropin

0.00120 |hormone 1[placental lactogen I [codent des hormones placentaires de la
amma famille de la prolactine impliquée dans la
horionic somatomammotropin  [croissance du feetus et de la glande]

0.00090 |[hormone 1|placental lactogen-I ~ [mammaire

eta

eshllpli | 578632

cshl|plib 664595

Tableau 4. Noms et fonctions de genes dont ’expression est régulée dans les cellules
MMT suite a la répression de I’expression de Pea3. L’expression relative (colonne
verte) représente I’expression des génes dans les cellules MMT sipea32DH par rapport aux
cellules MMT si controle. Le tableau répertorie aussi les noms et symboles des génes, leur
valeur p (P) ainsi que leur numéro d’identification dans les puces a ADN (gene ID) et des
exemples de leurs fonctions décrites dans la littérature.
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Dans cette publication, I’analyse du role des geénes décrits dans la littérature a

permis de les regrouper dans les catégories suivantes :

- des génes régulant les propriétés de migration et d’invasion comme les génes fgr/,

eps8, snn, sesn2, fstl, trp53inpl, hmmr,

- des geénes impliqués dans le controle des capacités de prolifération de

différenciation cellulaires comme les génes fgri, rras2, tral, nusapl.

Ces quelques exemples de geénes décrits ici reflétent trés bien la pertinence de
I’analyse transcriptomique réalisée dans les cellules MMT et de son utilisation comme
outil de décryptage des relais moléculaires de Pea3. L’exploitation de ces données devra
nous aider a mieux comprendre comment le facteur de transcription Pea3 peut moduler les
propriétés de prolifération, de migration ou encore d’invasion des cellules cancéreuses. De
plus les catégories représentées ici sont similaires a celles notées lors de 1’analyse des
genes régulés par Pea3 dans le modele TAC (cf paragraphe précédent) ce qui indique

encore un peu plus I’importance de Pea3 pour le contrdle des ces propriétés cellulaires.

c. Recherche des genes modulés par Pea3, pertinence pour la compréhension des

mécanismes de morphogenese et de tumorigenese mammaires

L’analyse bibliographique des génes régulés par Pea3 dans les modeles TAC et
MMT et présentée dans le tableau 5 indique qu’un certain nombre d’entre eux sont déja
documentés pour participer aux événements de morphogenése mammaire et/ou de
tumorigenése mammaire. C’est le cas des génes mmp13, serpine2, cxcl5, cdkn2b et xist,
pour le modele TAC, et des génes igfbp7, hmmr, notch3, tral, fgfrl, has2, cshil/plig et
cshi/plig pour les cellules MMT. Les données disponibles et concernant leur influence sur
le comportement des cellules mammaire normales ou cancéreuses sont résumées dans le
tableau 5.

En ce qui concerne les autres génes présentés ici, ils n’ont jamais été décrits, a notre
connaissance, pour intervenir dans les événements de morphogenése et de tumorigenése
mammaires. Donc ces nouvelles données nous éclairent sur le mode d’action de Pea3 dans
les cellules épithéliales mammaires TAC et MMT mais en plus permet d’identifier de
nouveaux geénes ayant potentiellement un role lors des événements de morphogenése et de

tumorigenése mammaires.
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TAC Glande mammaire MMT Glande mammaire
controle le pouvoir métastatique des son expression est augmentée dans les
cellules  cancéreuses ~ mammaires| | igfbp7 |cancers su sein inflammatoires (Biéche,
mmpl3 |notamment dans les os, en permettant 2004)
la dégradation du tissu osseux| . st associée i I'agressivité des
Nannuru et al., 2010) Iy 0T €Xpression est associée a l'agressivité des|
( = — tumeurs du sein (Wang, 1998)
Son expression est associée aux i _ .
cancers exprimant le récepteur aux la  voic 'Notch3 contréle lgat . def
serpine2 |wstrogénes ERalpha et  pourrait différenciation des cellules ¢épithéliales
constituer un marqueur de mauvais| | poreh3 luminales de la glande mammaire. Cette voie
pronostic (Martin et al., 2008) peut interagir avec la voie Erbb2 dans les
L'expression cctopique de la testin cellules tumorales mammaires (Yamaguchi,
4930486L2|dans  des  cellules  cancéreuses 2008;}?‘30“& 2008) _ —
4Rik  mammaires induit la mort par apoptose la protéine Tral contrdle la prolifération des|
(Sarti et al., 2005) tral cellules cancéreuses mammaires en régulant
Impliqué dans le recrutement des l'activit¢é du récepteur aux cestrogénes|
cellules immunitaires myéloides au ERalpha (Yanagisawa, 2002)
niveau des tumeurs mammaires La surexpression de Rras2 transforme les|
cxcls favorisant 1a formation de métastases cellules  épithéliales mammaires  dang|
induites par le TGF Beta (Yang et al. . lesquelles il régule notamment 'activité de la
2008) ’ voie du TGF Beta. Son expression est
Impliqué dans larrét du  cycle augmentée dans les tumeurs du sein (Clark,
cellulaire induit par le TGF Beta dans 1996; Erdogan 2007) S—
les cellules épithéliales mammaires. l'activation de la voie de signalisation du
cdkn2b Son expression est réprimé dans les FGFR1 dans des cellules épithéliales|
cellules  cancéreuses  mammaires fafrl mammaires régule leur prolifération, leur
(Sandhu et al., 1997) migration en induisant une transition
i o déréeulée de . ¢pithélio-mesenchymateuse (Turner et Grose,
xist son expression est dérégulée dans les 2010: Xian, 2009)

cancers du sein (Ganesan et al., 2002)

participe a l'agressivité des cellules tumorales|

has2 mammaires (Udabage, 2005 a et b)
Hormones placentaires impliquées dans l¢
cshl|pligicontrole de la prolifération des cellules
¢pithéliales mammaires au cours de Ia
gestation. Leur expression dans les tumeurs|
cshl|plibparticipe a la cancérogenése (Russo et Russo,

1998)

Tableau 5. Liste de génes ayant des fonctions lors du développement de la glande
mammaire ou sa dérive en cancer. Description résumée de la fonction des genes
présentés dans les tableaux 3 et 4 et ayant été décrits dans le contexte du développement de
la glande mammaire de la tumorigenése mammaire ou lors de I’étude de lignées cellulaires

mammaires normales et cancéreuses.
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Sur ’ensemble des génes ainsi mis en évidence par ces expériences de puces, nous
avons initi¢ I’étude de la régulation par le facteur Pea3 de certains d’entre eux, afin de
préciser les modalités de régulation de leur expression par Pea3 ainsi que leur implication
dans les événements de morphogeénese et de tumorigenése mammaires régulés par Pea3.
En suivant cette ligne directrice, nous avons entrepris 1’étude du gene cycline d2, géne pour
lequel les données et les caractéristiques de régulation par Pea3 ou de son role dans la

morphogenése ou la tumorigenese mammaire sont les plus complétes.

V. Le geéne cycline d2 un nouveau gene cible direct du facteur
de transcription Pea3 : étude des modalités de régulation

Les protéines de la famille des Cyclines D régulent la prolifération des cellules
eucaryotes en assurant 1’entrée et la progression en phase G1 du cycle cellulaire apres
association aux protéines kinases CDKs suite a la stimulation des cellules par des facteurs
de croissance. Les cyclines D ont aussi ét¢ montrées comme pouvant réguler les propriétés
de migration, d’invasion ou encore de différenciation cellulaires via leur fonction de
régulateurs du cycle cellulaire ou en agissant directement en tant que cofacteurs
transcriptionnels régulant la transcription de certains génes (Fu et al., 2004). Ainsi, elles
sont largement impliquées lors du développement embryonnaire mais aussi lors des étapes

de cancérisation dans de nombreux tissus (Glickstein et al., 2007; Yu et al., 1997).

La Cycline D2 est codée par un géne nommé cycline d2 ou ccnd2 composé de 5
exons, situé sur le chromosome 12 chez I’homme et le chromosome 6 chez la souris.
Récemment, 1’existence d’un nouvel ARN messager issu d’un épissage alternatif a été
décrite chez la souris, ’homme et le xénope. Ce mécanisme d’épissage alternatif permet la
génération d’une nouvelle protéine tronquée appelée Cycline D2 tronquée et possédant une
nouvelle partie C terminale (Cycline D2 Trc, Figure 34), protéine dont les fonctions restent

encore peu étudiées (Denicourt et al., 2003; Denicourt et al., 2008; Sun et al., 2009).
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Figure 34. Représentation graphique de la structure des ARN messagers cycline d2 et
cycline d2 trc. L’ ARN messager cycline d2 de 6,5 kb est généré par 1’excision des introns
et ’épissage des 5 exons du geéne cycline d2. L’emplacement du codon d’arrét de la
traduction est symbolisé par une étoile, il se trouve dans I’exon 5. La traduction de cet
ARN messager génére une protéine d’un poids moléculaire de 34 kDa environ. L’ARN
messager cycline d2 trc de 1,1 kb est généré par un mécanisme d’épissage alternatif
entralnant 1’épissage de nouveaux exons appelés 2+ et 3’ avec l’exon 1 et le
raccourcissement du transcrit par 1’apparition d’un nouveau signal de polyadénylation.
L’emplacement du codon d’arrét de la traduction, symbolisé par une étoile, se trouve dans
I’exon 3°. La traduction de cet ARN génére une protéine d’un poids moléculaire de 18 kDa
environ.

D’aprés (Denicourt et al., 2003; Denicourt et al., 2008)
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Au début de cette étude peu de données étaient disponibles concernant le role des
Cycline D2 et Cycline D2 Trc dans la régulation des étapes de morphogenése et de
tumorigenése mammaires. Kong et collaborateurs avaient cependant montré que la
surexpression de la Cycline D2 dans la glande mammaire de souris entrainait un défaut de
différenciation des alvéoles de sécrétion associé a une augmentation du nombre de cellules
en prolifération pendant la gestation (Kong er al, 2002). Concernant [’aspect
tumorigencse, I’expression de la Cycline D2 est fréquemment montrée pour étre réprimée
dans les tumeurs du sein et les métastases associées, sans que son role dans ce contexte ne

soit pour autant compris (Evron ef al., 2001).

Connaissant le role de Pea3 dans le contrdle des étapes de morphogenéese et de
tumorigen¢se mammaires, au début de notre étude, nous avons alors envisagé de détailler

les points suivants:

- la régulation de I’expression du geéne cycline d2 par les facteurs de transcription
du groupe PEA3 dans le modele cellulaire d’étude de la morphogenése, les

cellules TAC,

- D’expression des ARN messagers cycline d2 et cycline d2 trc lors du
développement de la glande ainsi que dans des tumeurs humaines du sein et s’il

existe une corrélation avec 1’expression de I’ARN messager pea3,
- la fonction des deux isoformes Cycline D2 et Cycline D2 Trc lors des événements
morphogénétiques induits par Pea3,

- le role du facteur de transcription Pea3 dans le contrdle de la prolifération

cellulaire et le lien fonctionnel entre Pea3, Cycline D2 ou Cycline D2 Trec.

1- Pea3 régule I’expression du géne cycline d2 dans les cellules épithéliales

mammaires

Afin de confirmer les données obtenues dans les analyses transcriptomiques a
grande échelle, nous avons analysé ’expression des ARN messagers cycline d2 et cycline
d2 tronquée (cycline d2 trc) par RT-PCR quantitative, dans les cellules TAC suite a une

inhibition ou une surexpression de Pea3.
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Ainsi, la transfection transitoire des siRNA sipea32DH et sipea3pool dans les
cellules entraine une diminution de I’ordre 40 a 50% de I’expression des deux isoformes
(Figure 35A). L’analyse dans les modeles de surexpression de Pea3 (TAC PLPCX Pea3-
V5 et TAC Pea3-8) indique une augmentation de I’expression des deux transcrits du géne
cycline d2, ’expression de la forme tronquée étant légerement plus augmentée par Pea3
que celle de la forme pleine longueur (Figure 35B). Toutes ces données montrent que le
facteur de transcription Pea3 régule D’expression du geéne cycline d2 au niveau

transcriptionnel et valide les données obtenues dans les expériences de puces a ADN.

L’analyse de I’expression de la protéine Cycline D2 dans les modeles de
surexpression de Pea3 par Western blot grace a I'utilisation d’un anticorps spécifique,
indique une augmentation de I’expression de la protéine Cycline D2 suite a la
surexpression de Pea3 (Figure 36). Ce résultat est donc en accord avec les données de RT-
PCR quantitative. Concernant la Cycline D2 Trc, nous ne disposons pas pour I’instant d’un
anticorps permettant une détection suffisante et spécifique de cette protéine par Western

Blot.

La somme de ces résultats indique que le facteur de transcription Pea3 module
I’expression du gene cycline d2 au niveau transcriptionnel, modulation qui se traduit par
une augmentation de la quantité de protéine, au moins pour 1’isoforme Cycline D2, dans

les cellules épithéliales mammaires TAC.

2- Pea3 module la transcription du géne cycline d2

Afin de déterminer par quels mécanismes Pea3 régule la quantité d’ARN messager
cycline d2 et cycline d2 trc dans nos cellules nous avons entrepris d’étudier le promoteur
du gene. Pour cela nous avons cloné, dans un vecteur rapporteur pGldbasic, la partie
d’ADN génomique allant de -1629 paires a -1 paire de bases en amont du codon
d’initiation de la traduction de ce geéne, séquence déja documentée comme possédant une
activité promotrice (Bouchard et al., 1999; Jun et al., 1997). Ce fragment d’ADN est
dénommé cd2 1629.
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Figure 35. Expression transcriptionnelle des deux isoformes du géne cycline d2 suite a
la modulation de ’expression de Pea3 dans les cellules TAC. A. Expression relative des
ARN messagers cycline d2 et cycline d2 trc dans les cellules TAC aprés transfection
transitoire des siRNA sipea3pool et sipea32DH par rapport aux cellules TAC transfectées
avec un siRNA contrdle. B. Expression relative des ARN messagers cycline d2 et cycline
d2 trc dans les modeles de surexpression de Pea3 TAC PLPCX Pea3-V5 et TAC Pea3-8
par rapport aux cellules témoins TAC PLPCX et TAC pc-7. L’expression des génes ARN
messager cycline d2 et cycline d2 trc et normalisée par I’expression de ’ARN messager
cyclophilline.
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Figure 36. Expression des protéines Cycline D2 et Cycline D2 Trc dans les modéles de
surexpression de Pea3. La fléche (=) indique la bande correspondant a la protéine
Cycline D2 apparaissant a un poids moléculaire de 34 KiloDalton aprés migration
¢lectrophorétique dans un gel d’acrylamide. La détection de I’actine est utilisée en tant que
témoin d’équicharge.
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Figure 37. Analyse de ’effet de Pea3 sur P’activité du promoteur du géne cycline d2.
A. Schéma représentant le fragment de promoteur cd2 1629 fusionné au géne rapporteur
luciférase. La numérotation des nucléotides en paires de bases (pb) est indiquée
relativement au codon d’initiation de la traduction T= site d’initiation de la transcription.
B. Activit¢ du vecteur rapporteur pGldbasic vide et du promoteur cd2 1629 apres
transfection transitoire dans les cellules TAC. C. Analyse de 1’activité du pGl4 basic et du
promoteur cd2 1629 suite a la transfection transitoire dans les cellules TAC et la
surexpression de Pea3 via le vecteur d’expression pTRACER Pea3.
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Nous avons dans un premier temps cherché a savoir s’il possédait une activité
promotrice dans les cellules TAC. La transfection transitoire de cd2 1629 montre qu’il
posséde une activité 2,8 fois supérieure a celle du vecteur pGl4basic vide (Figure 37). Ce
résultat confirme donc, en accord avec les données de la littérature, que le fragment

d’ADN cd2 1629 posseéde une activité promotrice dans nos cellules.

Dans un deuxieme temps nous avons voulu déterminer si le facteur de transcription
Pea3 était capable de moduler I’activité de ce promoteur. Pour cela nous avons réalisé des
co-transfections transitoires de la construction contenant cd2 1629 avec un vecteur
d’expression  pTRACER vide ou contenant un ADN complémentaire permettant
I’expression de Pea3 nommé pTRACER-Pea3. L’expression de Pea3 entraine une
augmentation de 2,3 fois de I’activité du promoteur cd2 1629 par rapport a la condition

pTRACER.

Ces données indiquent que le facteur de transcription Pea3 transactive le promoteur
du geéne cycline d2 dans les cellules épithéliales TAC ce qui est en accord avec la
régulation de I’expression des ARN messagers cycline d2 et cycline d2 trc observée suite a

la modulation de son expression.

3- Recherche des séquences génomiques permettant la régulation de D’activité

promotrice par Pea3

Dans le but de mieux comprendre comment Pea3 régule I’activité du promoteur du
gene cycline d2 nous avons entrepris de déterminer quelles étaient les séquences d’ADN
impliquées. Pour cela nous avons affiné notre recherche en réalisant des délétions de la
région promotrice cd2 1629 puis en analysant leur activité aprés co-transfection avec les
vecteurs pTRACER ou pTRACER-Pea3. Les différentes délétions réalisées ont été
nommeées cd2 625, cd2 450, cd2 258, cd2 168, cd2 113, cd2 64 et sont présentées dans la
Figure 38A.

La Figure 38B présente l’activité basale des différents fragments aprés co-
transfection avec le vecteur pTRACER. La construction cd2 625 posséde une activité
promotrice égale a celle de la construction cd2 1629. Les mutants de délétion cd2 450, 258

et 168 posseédent une activité environ 4 fois supérieure a celle du fragment cd2 1629 ce qui
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indique la perte d’¢léments de régulation négative de 1’activité du promoteur. Le fragment
cd2 113 a une activité comparable a celle du fragment cd2 1629 ce qui nous indique que
les principales séquences participant a I’activité de la région promotrice sont situées dans
la zone soustraite du fragment cd2 168 pour obtenir le fragment cd2 113 (Figure 38B).

Enfin le mutant de délétion cd2 64 ne possede pas d’activité promotrice.

L’effet de transactivation de Pea3 sur les différents fragments de promoteur est
représenté dans la Figure 38C. L’activité du fragment cd2 625 est augmentée comme celle
du fragment cd2 1629. L’effet de transactivation de Pea3 est augmenté pour les fragments
cd2 450, cd2 258 et cd2 168 respectivement de 4,8, 7,5 et 6,9 fois (Figure 38 C). Le
fragment cd2 113 est transactivé 2,7 fois ce qui indique la perte des principales séquences
permettant la transactivation du promoteur par le facteur de transcription Pea3. Enfin la

construction cd2 64 n’est pas transactivée par Pea3.

Tous ces résultats indiquent qu’il existe une séquence de 55 paires de bases
correspondant a la délétion entre les constructions cd2 168 et cd2 113 et qui contient les
¢léments majeurs de régulation de I’activité du promoteur et de la transactivation par Pea3.
Cette séquence se situe entre -343 paires de bases et -288 paires de bases par rapport au
codon d’initiation de la traduction du promoteur du géne cycline d2 et est notée cd2 55

(Figure 39).

4- cycline d2, géne cible direct du facteur de transcription Pea3

L’analyse de la séquence cd2 55 indique un haut niveau de conservation entre la
souris le rat et ’homme. De plus nous avons mis en évidence trois motifs consensuels de
type EBS qui sont trés conservés entre la souris, le rat et ’homme ainsi que leurs
nucléotides flanquants (Figure 39). Ce haut niveau de conservation combiné aux résultats
de transactivation indique que cette séquence de 55 paires de bases est cruciale pour

I’activité du promoteur. En considérant cette analyse nous avons cherché a tester :
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Figure 38. Analyse de I’effet de Pea3 sur ’activité des fragments de promoteur du
gene cycline d2. A. Schéma représentant les fragment cd2 1629, 625, 450, 258, 168, 113 et
64 fusionnés au geéne rapporteur luciférase. T= site d’initiation de la transcription. B.
Activité des fragments de promoteur apres transfection transitoire dans les cellules TAC.
C. Analyse de I’activité des fragments de promoteur suite a la transfection transitoire dans
les cellules TAC et la surexpression de Pea3.
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- la fonctionnalite des sites consensuels de type EBS en testant l’effet de mutations
ponctuelles de ces sites sur [activit¢ du promoteur du gene cycline d2 et la

transactivation par Pea3,

- la présence de Pea3 sur cette région par des expériences d’'immuno-preécipitation de la

chromatine.

L’analyse de la fonctionnalité des sites consensuels EBS retrouvés dans le fragment
cd2 55 a été entreprise par mutation des trois sites conservés dans les fragments cd2 258 et
168 (Figure 40A). Les fragments mutés correspondants ont ét¢é nommés cd2 258mut et
cd2 168mut. La mutation combinée des trois sites EBS potentiels diminue de 50%
I’activité transcriptionnelle des fragments cd2 258 et cd2 168 ce qui indique I’importance
des nucléotides ciblés dans le controle de I’activité promotrice de ces fragments.
Concernant I’activité de transactivation par Pea3, elle est partiellement diminuée par les
mutations dans le fragment cd2 258 alors qu’elle est abolie dans le fragment cd2 168 mut.
Ces résultats montrent que la région étudiée et notamment les sites consensuels de la
famille ETS sont importants pour I’activit¢ de Pea3 sur le fragment cd2 168, plus petit

fragment conservant une transactivation maximale par Pea3 (Figure 40B).

La présence de Pea3 au niveau du promoteur a été évaluée par des expériences
d’immunoprécipitation de la chromatine (ChIP). Pea3 a été immnunoprécipité en utilisant
un anticorps spécifique et un anticorps dirigé contre la protéine Bax a été utilisé en
controle négatif d’interaction a I’ADN. L’analyse par PCR de ’ADN génomique récupéré
suite @ I’immunoprécipitation a été réalisée en utilisant 2 couples d’oligonucléotides
différents : un couple permettant I’amplification du fragment d’ADN génomique contenant
la région cd2 55 et un couple permettant I’amplification d’une région du promoteur du
gene icam-1déja décrit dans la littérature pour interagir avec Pea3 (de Launoit et al., 1998).

Ces oligonucléotides ont alors été considérés comme témoin positif d’amplification.

Ainsi, I’'immunoprécipitation de Pea3 permet I’amplification d’un signal spécifique
alors que ce signal n’est quasiment pas détectable lorsque I’on utilise un anticorps dirigé
contre la protéine Bax. De la méme manic¢re on observe une amplification de I’ADN
génomique correspondant au promoteur du geéne icam-1 (Figure 41). Ces résultats

indiquent que Pea3 est présent sur le promoteur du géne cycline d2.
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Figure 39. Analyse de la séquence du fragment cd2 55 du géne cycline d2 et de sa
conservation entre la souris, le rat et ’homme. Le schéma indique aussi la position du
fragment cd2 55 par rapport aux constructions cd2 1629, 168 et 113. Les rectangles rouges
indiquent la présence des sites consensuels EBS 5’GGAA/T 3°.

A.
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5" GGGAGGAAAGGGGGAGGAGGAACCTGAGAGGGGGAGGAGATCTAACTGCCCTTCCAGCTG 3°

mutations 5’ GGGACCAAAGGGGGAGGACCAACCTGAGAGGGGGAGGAGATCTAACTGCCCTTCTAGCTG 3°
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Figure 40. Analyse de ’effet des mutations des sites consensuels EBS sur P’activité des
fragments de promoteur du géne cycline d2 et la transactivation par Pea3. A.
Séquences des sites EBS localisées dans le fragment cd2 55 (sauvage) et description des
mutations apportées dans les fragments cd2 258 (cd2 258 mut) et cd2 168 (cd2 168 mut)
(mutations). B. Activité des fragments cd2 258, cd2 168, cd2 258 mut et cd2 168 mut
¢valuée par analyse de I’activité luciférase suite a la co-transfection transitoire, dans les
cellules TAC, avec les plasmides pTRACER ou pTRACER Pea3.
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Figure 41. Analyse de la présence du facteur de transcription Pea3 sur le promoteur
du géne cycline d2 par immunoprécipitation de la chromatine. A. Localisation sur le
fragment cd2 1629 des oligonucléotides (= € ) permettant I’amplification par PCR d’une
partie du promoteur du gene cycline d2 contenant le fragment cd2 55. B. Résultats de
I’amplification par PCR des promoteurs des genes cycline d2 et icam-1 suite a
I’immunoprécipitation des protéines Pea3 ou Bax. Les « Inputs » sont des amplifications
de I’ADN génomique avant immunoprécipitation de Pea3 ou Bax.
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L’ensemble de ces résultats montrent que le géne cycline d2 est un géne cible direct
du facteur de transcription Pea3 dans les cellules épithéliales mammaires TAC. De plus,
dans ces cellules, Pea3 est capable de réguler I’expression des deux isoformes cycline d2 et
cycline d2 trc. Nous nous sommes ensuite interrogés sur la fonction de ces isoformes de la

Cycline D2 au cours des effets morphogénétiques induits par Pea3 dans les cellules TAC.

VI. Exploration du réle de la Cycline D2 dans Ila
morphogenese et la tumorigenése mammaires —
Corrélation avec ’activité de Pea3

Le bilan de nos expériences indique que la régulation de 1’expression des Cycline
D2 et Cycline D2 Trc dans les cellules TAC suite a la surexpression de Pea3 est corrélée a
I’augmentation des propriétés morphogénétiques de ces cellules (Chotteau-Lelievre et al.,
2003). Ceci nous a donc encouragé a étudier le role de ces deux protéines lors de la
morphogenése mammaire et a savoir s’il existe un lien fonctionnel avec le facteur de

transcription Pea3. Plusieurs points ont alors été considérés :

- Quels sont les profils d’expression des ARN messagers cycline d2 et cycline d2
trc au cours du développement de la glande mammaire ?

- Existe-t-il une corrélation avec I’expression du transcrit pea3 ?

- Les Cycline D2 et Cycline D2 Trc interviennent-elles dans les effets
morphogénétiques induits par Pea3 dans le modéle TAC ?

- Peut-on établir un lien Pea3/Cycline D2 dans la tumorigenése ?

[
]

Pea3, Cycline D2 et morphogenése mammaire

a. Etude de l'expression des genes pea3 et cycline d2 lors du processus de

morphogenese mammaire

Des données obtenues dans 1’équipe et dans d’autres laboratoires indiquent que
I’expression de Pea3 est majoritairement observée pendant les étapes de puberté et de
gestation, étapes pendant lesquelles il module les propriétés de prolifération, de migration
et d’invasion des cellules épithéliales (Chotteau-Lelievre et al., 2003; Kurpios et al., 2009).
Compte tenu de la régulation de I’expression des isoformes du géne cycline d2 par Pea3 et

du réle de Pea3 lors de la morphogenése mammaire nous avons voulu savoir si un parallele
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pouvait-étre établi entre 1’expression de I’ARN messager pea3 et I’expression des ARN
messagers cycline d2 et cycline d2 trc lors des étapes de développement de la glande

mammaire.

Pour cela les glandes mammaires de souris C57Black ont été prélevées a différents
stades de développement, a savoir pendant la puberté (phase de développement intense de
I’arbre épithélial par morphogenéese de branchement), a I’état adulte (période sans activité
marquée), pendant la gestation (période de différenciation lobulo-alvéolaire), pendant
I’allaitement (lorsque les lobules sécrétant le lait sont pleinement fonctionnels) et pendant
I’¢tape d’involution (phase de régression de I’arbre épithélial par apoptose). Ainsi, les
ARN messagers pea3, cycline d2 et cycline d2 trc sont fortement exprimés pendant la
puberté et la gestation (Figure 42). Le transcrit cycline d2 est aussi fortement exprimé
pendant ’étape d’involution et dans une moindre mesure chez ’adulte et pendant la
lactation, alors que pea3 et cycline d2 trc ne sont quasiment pas détectables dans ces trois

stades de développement de la glande mammaire (Figure 42).

Nous observons donc une corrélation d’expression entre pea3, cycline d2 et cycline
d2 trc pendant les étapes de puberté et de gestation qui correspondent au développement
intense de la glande par morphogenése de branchement et différenciation lobulo-alvéolaire.
Le transcrit cycline d2 est aussi exprimé lors des étapes de lactation, d’involution et chez
I’adulte, étapes pendant lesquelles nous ne parvenons pas a détecter la présence de pea3 et
de cycline d2 trc. Les analyses d’expression indiquent donc que I’expression de pea3 est
toujours accompagnée de 1’expression des deux transcrits cycline d2 et cycline d2 trc lors
du développement de la glande mammaire, ce qui peut étre corrélé aux données de

régulation de la transcription du gene cycline d2 par Pea3 dans le modele TAC.

b. Etude de la fonction du gene cycline dZ2, relation avec le facteur de transcription

Pea3

Prenant en considération les résultats concernant la régulation de I’expression du
gene cycline d2 par Pea3 associés aux données d’expression obtenues dans le contexte du
développement de la glande mammaire, nous avons voulu étudier la fonction des deux

isoformes Cycline D2 et Cycline D2 Trc.
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Figure 42. Analyse par RT-PCR de I’expression des ARN messagers pea3, cycline d2
et cycline d2 trc lors des différentes étapes de développement de la glande mammaire.
L’expression des ARN messagers pea3, cycline d2 et cycline d2 trc est analysée dans des
extraits de glandes mammaires prélevées chez des souris adultes, en phase de puberté,
gestantes, lactantes, et lors de I’involution de la glande mammaire. L’expression de I’ARN
messager cyclophilline est utilisée comme référent.
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Pour cela deux stratégies complémentaires ont été envisagées:

- surexprimer de fagon stable et constitutive la Cycline D2 ou la Cycline D2 Trc dans les
cellules TAC et analyser leur capacité morphogénétique, de fagon a évaluer si les deux

protéines peuvent mimer les effets morphogénétiques induits par Pea3 dans ces cellules,

- inhiber I’expression de 1’'une ou I’autre des deux isoformes Cycline D2 dans les cellules
TAC surexprimant ou non Pea3 et analyser leurs propriétés morphogénétiques, de fagon a
évaluer si les isoformes Cycline D2 et Cycline D2 Trc participent aux effets

morphogénétiques induits par Pea3.

b.1-Cycline D2 et Cycline D2 Trc régulent les propriétés morphogénétiques des
cellules TAC de fagon opposée

Dans le but de savoir si les isoformes Cycline D2 et Cycline D2 Trc peuvent
induire les mémes effets morphogénétiques que Pea3 nous avons choisi de surexprimer de
facon stable et constitutive les isoformes Cycline D2 ou Cycline D2 Trc couplées a une
étiquette V5 (nommées Cycline D2-V5 et Cycline D2 Trc-V5), dans les cellules TAC par
sélection clonale (selon le protocole décrit dans la partie Matériels et méthodes). Deux
clones ont pu étre validés pour chaque isoforme par la technique de Western Blot associée
ou non a une étape d’immunoprécipitation et 1’utilisation d’un anticorps reconnaissant
I’étiquette V5. Dans les deux clones Cycline D2-V5, nous avons pu montrer la présence
d’un signal entre 34 et 43 kDa pouvant correspondre a I’expression de la protéine Cycline
D2 fusionnée a I’étiquette V5 alors que 1’analyse dans les cellules TAC pc-7 ne permet pas
de détecter de signal spécifique (Figure 43A). Dans les deux clones Cycline D2 Trc-VS5, la
détection de la Cycline D2 Trc-V5 a nécessit¢é au préalable une étape
d’immunoprécipitation en utilisant I’anticorps anti V5. Suite a cette étape, par la technique
de Western Blot un signal correspondant a une masse moléculaire 1égérement inférieure a
26 kDa pouvant correspond a 1’expression de la protéine Cycline D2 Trc fusionnée a
I’étiquette V5 a pu étre détecté. L’utilisation d’un anticorps non relevant anti-Bax pour
I’étape d’immunoprécipitation ne révele pas de signal a environ 26 kDa par Western Blot,
ce qui conforte le fait que le signal détecté suite a I’'immunoprécipitation de 1’étiquette V5

correspond a la protéine Cycline D2 Trc-V5 (Figure 43B.).
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Figure 43. Analyse de I’expression des Cycline D2-VS5 et Cycline D2 Tre-VS Pea3 au
niveau transcriptionnel et protéique. A. Analyse par Western Blot de I’expression de la
Cycline D2-V5 dans les clones cellulaires TAC Cd2 1 et 2 et dans les cellules TAC pc-7
considérée comme témoin négatif de ’expression de la Cycline D2-VS5. B. Analyse par
Western Blot de I’expression de la Cycline D2 Trc-V5 dans les clones cellulaires TAC Cd2
Trc 1 et 2 suite a une étape d’immunoprécipitation en utilisant ’anticorps anti-V5 ou anti-
Bax en témoin négatif d’immunoprécipitation. C. Validation de 1’expression du transgene
cycline d2 trc-V5 par RT-PCR semi-quantitative en utilisant des oligonucléotides
permettant I’amplification de I’ARN messager cycline d2 trc.
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Afin de conforter ces résultats nous avons analysé I’expression de I’ARN messager cycline
d2 trc dans les clones cellulaires TAC Cycline D2 Trc-V5 en parallele du clone cellulaire
témoin TAC pc-7, par une technique de RT-PCR semi-quantitative en utilisant un couple
d’oligonucléotides permettant de détecter I’expression des transcrits cycline d2 trc
endogenes ainsi que 1’expression des transcrits cycline d2 trc-V5 issus de 1’expression du
transgene (Figure 43C). Nous savons ainsi pu vérifier que les clones 1 et 2 expriment plus
de transcrit cycline d2 trc que les cellules témoins TAC pc-7. Cette augmentation
d’expression devant étre due a I’expression du transgene dans nos cellules TAC, ce résultat
conforte I’analyse de I’expression de la protéine Cycline D2 Trc-VS5. Ainsi, nous avons pu
valider deux clones cellulaires surexprimant la Cycline D2-V5 (nommés TAC Cycline D2-
V5 clone 1 et clone 2) et deux clones surexprimant la Cycline D2 trc-V5 (nommés TAC

Cycline D2 Trc-V5 clone 1 et clone 2).

Nous avons ensuite testé les capacités morphogénétiques de ces cellules, en trois
dimensions dans un gel de collagéne en les comparant aux cellules TAC pc-7, TAC Pea3-8
et avec ou sans ajout d’HGF. Le facteur morphogéne HGF est utilisé ici comme témoin
positif d’induction de la morphogenése (Chotteau-Lelievre et al., 2003; Soriano et al.,
1995). La Figure 44B illustre les résultats obtenus pour un des deux clones surexprimant
I’une ou l'autre des isoformes Cycline D2 ou Cycline D2 Trc (les deux clones ont donné
des résultats identiques). Ainsi la surexpression de la Cycline D2 Trc dans les cellules
TAC leur confére la capacité d’envahir le gel et de former des structures organisées en
tubules tout comme peuvent le faire Pea3 ou I'HGF, alors que les cellules TAC pc-7 seules
en sont incapables (Figure 44). Au contraire 1’isoforme Cycline D2 ne parvient pas a
entrainer la formation de tubules dans le gel et diminue méme 1’effet de stimulation du
HGF. Ces résultats montrent des effets antagonistes des deux isoformes de la Cycline D2
quant a la régulation des propriétés morphogénétiques des cellules TAC. L’isoforme
Cycline D2 Trc-V5 semble jouer un role similaire a Pea3 pour le controle des capacités
morphogénétiques des cellules TAC et I’isoforme Cycline D2-V5 semble jouer un role

inverse a celui joué par Pea3, notamment lors de I’ajout de I’agent morphogéne HGF.
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Figure 44. Etude des propriétés morphogénétiques des cellules TAC surexprimant les
isoformes Cycline D2-V5 ou Cycline D2 Trc-VS5. Les cellules surexprimant la Cycline
D2-V5 (TAC Cd2), la Cycline D2 Trc-V5 (TAC Cd2 Trc) et les cellules TAC pc-7 et TAC
Pea3-8 sont cultivées, pendant une semaine environ, dans un gel de collagéne de type I
reconstituant une matrice extracellulaire. L’ajout d’HGF a une concentration finale de 20
ng/ml permet d’induire la formation de tubules épithéliaux et est donc utilis¢é comme
contrdle positif de morphogenése.
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b.2- Cycline D2, Cycline D2 Trc et Pea3 sont fonctionnellement liés dans les cellules

TAC surexprimant Pea3

Afin de préciser I’implication des Cycline D2 et Cycline D2 Trc dans les effets
induits par Pea3 dans les cellules TAC, nous avons utilisé des siRNA dirigés contre les
ARN messagers cycline d2 (siRNA cd?2) ou cycline d2 trc (siRNA cd2trc) (Figure 45). La
validation de la fonctionnalité de ces siRNA a été réalisée apres transfection transitoire
dans les cellules TAC Pea3-8 et analyse de la quantité de transcrits cycline d2 et cycline d2
trc par RT-PCR quantitative. Ainsi, 48 heures apres le début de la transfection les siRNA
cd2 et siRNA cd2trc permettent une répression de ['ordre de 90% et de 50%
respectivement de I’expression des transcrits cycline d2 et cycline d2 trc (Figure 45). 1 est
a noter que ’utilisation de six siRNA de séquences différentes et ciblant I’ARN messager
cycline d2 trc n’a pas permis d’obtenir une répression plus conséquente que celle présentée
ici c’est a dire 50%. Notre test permet aussi de vérifier la spécificité des séquences siRNA
puisque le siRNA cd2 n’induit pas de diminution de I’expression du transcrit cycline d2 trc
et que le siRNA cd2trc n’induit pas de diminution de I’expression du transcrit cycline d2
(Figure 45). L’analyse de la quantité de protéine suite a la transfection des siRNA a été
analysée par Western blot en utilisant un anticorps reconnaissant spécifiquement
I’isoforme Cycline D2. De cette fagon nous validons que le siRNA cd2 permet la
répression de 1’expression de la protéine Cycline D2 alors que son expression ne varie pas
dans la condition si RNA cd?2 trc (Figure 46). L’expression de la protéine Cycline D2 Trc

n’a pas pu étre analysée faute d’anticorps fonctionnel entre nos mains.

i- Etude de l'implication des Cycline D2 et Cycline D2 Trc lors de la morphogenése

induite par le facteur de transcription Pea3

La surexpression de Pea3 dans les cellules TAC leur confére la capacité de faire de
la morphogeneése de fagon spontanée lorsqu’elles sont placées dans une matrice
extracellulaire de collageéne. Cet effet étant corrélé a une régulation directe de I’expression
du geéne cycline d2 par Pea3 dans ces mémes cellules, nous avons voulu savoir si les
Cycline D2 et Cycline D2 Trc participaient a ce phénomene induit par Pea3. Pour cela
nous avons placé les cellules TAC Pea3-8 transfectées avec un siRNA contréle versus un
siRNA cycline d2 ou cycline d2 trc dans une matrice de collagéne et analysé la capacité

des cellules a faire de la morphogeneése.
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Figure 45. Analyse de I’expression des ARN messagers cycline d2 et cycline d2 trc
apres transfection transitoire des siRNA cd2 et siRNA cd2 trc dans les cellules TAC
Pea3-8. Les cellules TAC Pea3-8 ont été transfectées avec les siRNA contrdle, siRNA cd?2
et siRNA cd2trc et 48 heures apres le début de la transfection I’expression des ARN
messagers cycline d2 et cycline d2 trc a été analysée par RT-PCR quantitative. La
quantification est exprimée en valeur relative d’ARN messagers de cycline d2 ou cycline
d2 trc normalisée par la quantité d’ARN messager du géne référent cyclophilline.
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Figure 46. Analyse de D’expression de la protéine Cycline D2 aprés transfection
transitoire des siRNA cd2 et siRNA cd2trc dans les cellules TAC Pea3-8. Les cellules
TAC Pea3-8 ont été transfectées avec les sSiRNA controle, siRNA cd?2 et siRNA cd2trc, 48
heures apres le début de la transfection I’expression de la protéine Cycline D2 a été
analysée par la technique de Western Blot a 1’aide d’un anticorps reconnaissant
spécifiquement la protéine Cycline D2.
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Aprées plusieurs tentatives nous n’avons pas ¢été en mesure de tirer de conclusion
quant a une implication de 1’une ou I’autre des deux isoformes sur la morphogenése induite
par Pea3 dans le modele TAC. En effet la transfection des siRNA constituant probablement
un stress pour les cellules nous n’avons pas observé d’effet morphogénétique de Pea3 dans
les cellules TAC Pea3-8 transfectées avec le siRNA contrdle et ne pouvons donc pas tirer
de conclusion. Nous essayons donc actuellement d’optimiser les conditions
d’expérimentation pour minimiser les effets déléteres de la transfection afin de pouvoir
statuer sur ce point important d’établissement du lien fonctionnel Pea3, morphogenese et

Cycline D2.

ii- L’inhibition des Cycline D2 et Cycline D2 Trc modifie la morphologie des cellules
TAC surexprimant Pea3

Les cellules surexprimant Pea3 ayant une morphologie de type fibroblastique
(Paragraphe 1.2.a., Figure 27), nous avons voulu savoir si I’inhibition des Cycline D2 et
Cycline D2 Trc pouvait modifier cet aspect. Pour cela nous avons observé la morphologie
des cellules TAC Pea3-8 et Tac PLPCX Pea3-V5 par microscopie suite a la transfection
des siRNA cd?2 et cd2trc. Ainsi, 48 heures apres le début de la transfection les cellules
TAC Pea3-8 ou TAC PLPCX Pea3-V5 dans lesquelles 1’expression de la Cycline D2 est
réprimée, possedent une morphologie plus étirée que les cellules TAC Pea3-8 ou TAC
PLPCX Pea3-V5 transfectées avec le siRNA contréle (Figure 47). La répression de la
Cycline D2 semble donc augmenter 1’effet observé suite a la surexpression de Pea3 dans
les cellules TAC. La répression de I’expression de la Cycline D2 Trc n’a quant a elle n’a
pas d’effet marqué sur la morphologie des cellules TAC Pea3-8 ou TAC PLPCX Pea3-V5
(Figure 47).

Dans ’objectif de déterminer si les effets observés suite a la répression de la
Cycline D2 sont dépendants de la surexpression du facteur de transcription Pea3, nous
avons réalisé¢ la méme expérience dans le modele cellulaire TAC pc-7. Ainsi, 48 heures
apres le début de la transfection le siRNA cd?2 entraine une modification de 1’aspect des
cellules qui reste cependant moins marqué que lors de la transfection dans les cellules TAC
Pea3-8 ou TAC PLPCX Pea3-V5 (Figure 47). Cet effet sur la morphologie des cellules

TAC semble donc étre pour partie dépendant de la présence de Pea3. En paralléle, la
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Figure 47. Observation de la morphologie des cellules TAC Pea3-8, TAC PLPCX
Pea3-V5S et TAC pc-7, 48 heures apres la transfection transitoire des siRNA cd2 et
siRNA cd2trc. 48 heures apres le début de la transfection les cellules sont analysées par
microscopie optique. Grossissement X400.
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répression de la Cycline D2 Trc n’a pas permis d’observer d’effet marqué sur la

morphologie des cellules TAC pc-7 (Figure 47).

Il semblerait par conséquent que Pea3 et la Cycline D2 puissent interagir pour
modifier la morphologie des cellules TAC. Nous ne pouvons par contre pas statuer sur
I’effet de la Cycline D2 Trc dans ce contexte probablement de part le niveau moyen de
répression transcriptionnelle obtenue et faute de ne pouvoir valider la répression de son

expression au niveau protéique.

iii- Pea3 et Cycline D2 modulent les capacités de prolifération des cellules TAC

Les Cycline D2 et Cycline D2 Trc ont été¢ décrites comme modulateurs de la
prolifération cellulaire dans différents mod¢les cellulaires et tissus (Quelle ef al., 1993; Sun
et al., 2009). Concernant Pea3 il a été décrit que son inhibition dans des cellules
cancéreuses mammaires pouvait diminuer leur capacité proliférative (Firlej, Ladam et al.,
2008; Jiang et al., 2007a). Cependant, nous ne disposons pas d’information concernant le
role de Pea3 dans le controle de la prolifération des cellules épithéliales mammaires TAC
dans lesquelles sa surexpression entraine une modulation de I’expression des Cycline D2 et
Cycline D2 Trc. En prenant en considération ces différentes informations nous avons

étudié les points suivants :

- Pinfluence de la surexpression de Pea3 sur le potentiel prolifératif des cellules TAC en
effectuant un test de prolifération des cellules TAC Pea3-8 et TAC PLPCX Pea3-V5 en
comparaison des cellules témoins TAC pc-7 et TAC PLPCX,

- la participation des Cycline D2 et Cycline D2 Trc au potentiel prolifératif des modeles de
surexpression de Pea3 et des cellules témoins en réalisant un test de prolifération suite a

la répression de I’une ou I’autre des deux isoformes.

L’analyse comparative des capacités de prolifération des cellules TAC pc-7, TAC
Pea3-8, TAC PLPCX et TAC PLCPX Pea3-VS5 a été entreprise par comptage des cellules
toutes les 24 heures, de 48 heures a 96 heures aprés 1’ensemencement des cellules. Les
résultats sont présentés dans la figure 48 qui représente le nombre de cellules en fonction

du temps.
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Figure 48. Analyse de la prolifération des modeles cellulaires TAC d’étude de Pea3 et
des Cycline D2. La prolifération cellulaire a ét¢ évaluée par comptage des cellules 48, 72
et 96 heures aprés I’ensemencement des cellules. A. Evaluation de la prolifération des
modeles cellulaires TAC pc7, TAC Pea3-§, TAC PLPCX et TAC PLPCX Pea3. B.
Evaluation de la prolifération des modeles cellulaires TAC pc-7 et TAC Pea3-8 suite a
I’inhibition de 1’expression des Cycline D2 ou Cycline D2 Trc. Chaque graphique
représente une expérience représentative de ’ensemble. L’écart type est calculé en
considérant la valeur du triplicat de chaque condition expérimentale.
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On observe de cette facon que les cellules TAC Pea3-8 et TAC PLPCX Pea3-V5 sont
environ 2 fois moins nombreuses que les cellules témoins TAC pc-7 et TAC PLPCX apres
48 heures de culture (Figure 48A). Cet effet est observé a tous les temps de 1’expérience a
savoir 72 heures et 96 heures aprés I’ensemencement des cellules. Ainsi la surexpression
de Pea3 dans les cellules TAC semble diminuer de moitié¢ leur capacité a se diviser. 1l
semble donc Pea3 possede un effet négatif sur la prolifération des cellules épithéliales

mammaires TAC.

Les Cycline D2 et Cycline D2 Trc pouvant moduler le potentiel prolifératif des cellules
nous avons voulu tester I’importance de ces deux isoformes pour la prolifération des
cellules TAC dans le contexte ou Pea3 est surexprimé. Pour cela nous avons entrepris un
test de prolifération par comptage suite a la répression de 1’expression des Cycline D2 et
Cycline D2 Trc dans les modeles cellulaires TAC pc-7 et TAC Pea3-8 (Figures 48B et
48C). Ainsi la répression de l’expression de la Cycline D2 Trc n’entraine pas de
modulation remarquable des capacités de prolifération que ce soit pour les cellules TAC
pc-7 ou pour les cellules TAC Pea3-8 puisque les cellules transfectées avec le siRNA
cd2trc proliférent aussi rapidement que les cellules transfectées avec le siRNA contrdle a
48, 72 ou 96 heures post transfection (Figure 48B). Ceci indique potentiellement, pour
cette isoforme, une fonction indépendante de la fonction de régulation du cycle cellulaire
décrite dans la littérature méme si ce résultat est a prendre avec prudence puisque nous ne
sommes pas en mesure de controler le niveau de répression de I’expression de la Cycline
D2 Trc au niveau protéique et que le pourcentage d’inhibition au niveau transcriptionnel
n’est que partiel. Concernant 1’isoforme Cycline D2, sa répression entraine une diminution
du nombre de cellules TAC pc-7 de "ordre de 20 % aprés 72 heures et de 1’ordre de 30%
aprés 96 heures de transfection par rapport aux cellules transfectées avec le siRNA
contrdle (Figure 48B). Dans les cellules TAC Pea3-8 la répression de 1’expression de la
Cycline D2 ralentit la prolifération des cellules de 50% aprés 72 heures et de 80% 96
heures aprés la transfection (Figure 48C). Ce résultat indique que la Cycline D2 est
importante pour la prolifération des cellules TAC pc-7 et TAC Pea3-8. De plus, la
surexpression de la Cycline D2 observée dans les TAC Pea3-8 ne semble pas pouvoir

expliquer la diminution de prolifération observée suite a la surexpression de Pea3.
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Ces résultats, qui nécessiteront d’étre confirmés, permettent donc de montrer que Pea3
diminue la capacité de prolifération des cellules TAC mais que cet effet ne semble pas lié
ou uniquement li¢ a la surexpression de la Cycline D2. Concernant 1’implication de
I’isoforme tronquée nous ne pouvons pas pour l’instant tirer de conclusion quant a son

implication dans le controle de la prolifération cellulaire.

iiii-La Cycline D2 régule l’expression de genes impliqués dans la transition épithélio-

mésenchymateuse

En parallele de ’analyse de la prolifération des cellules nous nous sommes
intéressés a 1’effet de la surexpression de Pea3 et de la répression des isoformes Cycline
D2 sur la morphologie des cellules TAC. La modulation de la morphologie des cellules
¢épithéliales vers une morphologie de type fibroblastique est notamment acquise au cours
de la transition épithélio-mésenchymateuse (TEM). Ce phénomeéne est crucial pour le
développement de divers organes comme la glande mammaire et est aussi impliqué lors du
processus de tumorigenese (Thiery, 2002), cf Introduction, paragraphe 1.3.b.). De plus
différentes données disponibles dans la littérature indiquent que 1’induction d’une
transition épithélio-mésenchymateuse peut étre associée a une diminution du potentiel
prolifératif, comme celui observé dans les cellules suite a la surexpression de Pea3 et
I’inhibition de I’expression de la Cycline D2 (Mejlvang et al., 2007; Sandhu et al., 1997,
Vega et al.,, 2004). La TEM est aussi caractérisée par la modulation, selon le type
cellulaire, de I’expression de certains génes comme les génes twistl, criptol, zebl, cdkn2b,
ou encore snail. Dans cette démarche, nous avons alors voulu déterminer si les effets sur la
morphologie des cellules, induits par la surexpression de Pea3 avec ou sans inhibition de la

Cycline D2, pouvaient étre associés a I’expression de tels marqueurs.

Pour ce faire, dans une premiére approche, nous avons analysé par RT-PCR semi

quantitative I’expression des génes mmp13, hgf, criptol, twistl et cdkn2b :

- dans les cellules TAC Pea3-8 et TAC PLPCX Pea3-V5 comparées aux cellules
témoins TAC pc-7 et TAC PLPCX,

- dans les cellules TAC Pea3-8 transfectées avec le siRNA controle ou le siRNA
cd?2 ainsi que le siRNA cd2trc malgré son manque d’effet sur la morphologie des

cellules.
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Le choix de ces génes est fondé¢ sur les informations suivantes : les génes mmpl3,
hgf et twistl sont régulés par le facteur de transcription Pea3 dans divers modeles
cellulaires et sont impliqués dans le contrdle des propriétés de migration notamment
pendant la transition épithélio-mésenchymateuse (Ansieau et al., ; Hellman et al., 2008;
Qin et al., 2009). L’ expression du geéne criptol est induite lors de la transition épithélio-
mésenchymateuse des cellules NMuMG dont sont issues les TAC et son expression
ectopique dans les cellules TAC entraine des propriétés de cellules mésenchymateuses (di
Bari et al., 2009; Wechselberger et al., 2001). Enfin, le géne cdkn2b, qui est retrouvé dans
les analyses transcriptomiques réalisées dans le modéle TAC Pea3-8, voit son expression
augmenter suite a 1’induction de la transition épithélio-mésenchymateuse dans les cellules
épithéliales mammaires humaines HMEC, notamment suite & une stimulation par le TGF

Béta (Sandhu et al., 1997).

Ainsi, I’expression des génes mmp13 et cdkn2b est respectivement augmentée et
réprimée dans les cellules TAC Pea3-8 et TAC PLPCX Pea3-V5 par rapport aux cellules
contrdles TAC pc-7 et TAC PLPCX (Figure 49A). L’expression des génes criptol, twistl
et hgf n’a pu étre détectée ni dans les cellules TAC pc-7 ou TAC PLPCX, ni dans les
modeles de surexpression de Pea3. Il semble donc que la surexpression de Pea3 dans les

cellules TAC ne soit pas suffisante pour induire 1’expression de la plupart de ces genes.

Dans le mode¢le cellulaire TAC Pea3-8, la répression de la Cycline D2 entraine une
augmentation de I’expression du gene cdkn2b, ce qui peut étre corrélé a la diminution des
capacités de prolifération des cellules TAC Pea3-8 suite a la répression de la Cycline D2
(Figure 49B). Elle permet aussi une induction de I’expression des geénes hgf et criptol et
une augmentation de I’expression du géne mmpl3 dans les cellules TAC Pea3-8 (Figure
49B). Au contraire, I’expression du géne twist/ n’a pas pu étre détectée dans les différentes
conditions testées. La fonctionnalité du couple d’oligonucléotides utilisé n’est pas en cause
puisqu’elle peut étre évaluée par amplification de I’ARN messager twist/ dans les cellules

transformées MMT utilisées en tant que témoin positif d’amplification (Figure 49B).
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Figure 49. Analyse de I’expression des génes marqueurs de la transition épithélio-
mésenchymateuse par RT-PCR semi quantitative. L’expression des geénes mmp9,
mmpl13, hgf, cdkn2b et twistl a été analysée par RT-PCR semi quantitative. A. Analyse
dans les cellules TAC Pea3-8 et TAC PLPCX Pea3-VS5 versus TAC pc-7 et TAC PLPCX.
B. Analyse 48 heures apres la transfection des siRNA contrdle, siRNA cd2 ou siRNA
cd2trc dans les cellules TAC Pea3-8. L’expression des genes cdkn2b et twistl dans les
cellules MMT est utilisée en tant que témoin négatif ou positif d’expression. Le géne 36H4
est utilisé en tant que géne référent.
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En paralléle, la transfection du siRNA cd2trc dans les cellules TAC Pea3-8 n’induit pas de
modification de I’expression des genes hgf, criptol, twistl ou cdkn2b (Figure 49B) elle

permet par contre de réduire le niveau d’ARN messager mmp13.

Ces données indiquent que la Cycline D2 semble pouvoir interagir avec
I’expression de genes impliqués lors de la transition épithélio-mésenchymateuse. Si les
résultats se confirment, la répression de son expression dans les cellules TAC Pea3-8
pourrait étre un événement majeur pour I’expression de génes impliqués dans I’induction
de la transition épithélio-mésenchymateuse. A I’inverse, tout en gardant a I’esprit que nous
ne pouvons pas valider la répression de cette isoforme au niveau protéique, la Cycline D2
Trc ne semble pas majoritairement agir sur I’expression des geénes étudiés ici méme si
I’effet sur ’expression du géne mmp13 indique qu’elle pourrait participer a 1’induction de

I’expression de ce géne par Pea3.

Afin de mieux caractériser 1’état ‘proche d’une transition épithélio-
mésenchymateuse’ des cellules TAC Pea3-8, nous vérifions actuellement 1’expression
d’autres marqueurs moléculaires caractéristiques de cet état comme les geénes snail,
vimentine, zebl ou encore I’expression de la protéine E-Cadherine. Les cellules ayant subit
une TEM possédant des capacités de migration et d’invasion augmentées, nous testerons
aussi les capacités de migration et d’invasion des cellules suite a la transfection des siRNA
cd?2 et siRNA cd?trc. Nous envisageons aussi la méme analyse de geénes dans les cellules
TAC transfectées avec les différents siRNA, dans le but de savoir si les effets observés

dans les cellules TAC Pea3-8 sont dépendants de la présence de Pea3.

2- Pea3, Cycline D2 et tumorigenése mammaire

Les données obtenues précédemment suite a la surexpression de Pea3 et la
surexpression ou I’inhibition des Cycline D2, ainsi que 1’établissement d’un lien avec les
mécanismes a la base de D’induction d’une transition épithélio-mésenchymateuse
permettent d’imaginer que les Cycline D2 et Cycline D2 Trc puissent intervenir lors du
processus de tumorigenése mammaire. Tenant compte de I’hypothése de travail énoncée
précédemment, nous avons entrepris I’analyse comparative de I’expression des ARN
messagers pea3, cycline d2 et cycline d2 trc dans différents contextes pathologiques a

savoir:
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- dans les tumeurs formées par les TAC Pea3-8. En effet, ces cellules
surexpriment les deux Cyclines D2 suite a la surexpression de Pea3 et sont
pourtant capables de former des tumeurs in vivo (Paragraphe 11.2.). Ces tumeurs
constituent donc un bon modele de I’analyse de 1’expression des Cycline D2 et

Cycline D2 Trc dans un contexte de tumorigénese mammaire.

- dans des échantillons de tumeurs du sein. En effet, ’inhibition de I’expression
des ARN messager pea3 et cycline d2 dans les tumeurs du sein est déja bien
décrite dans la littérature, mais il n’existe pas de données concernant

I’expression de I’ARN messager cycline d2 trc.

a. L’expression du gene cycline d2 est réprimée dans les tumeurs mammaires

formées par les cellules TAC Pea3-8

Nous avons analys¢, par RT-PCR quantitative, I’expression des ARN messagers
pea3, cycline d2 et cycline d2 trc dans un échantillon de six tumeurs formées suite a
I’injection des cellules TAC Pea3-8 dans des glandes mammaires de souris
immunodéficientes (SCID) (Paragraphe 11.2.). L’expression comparative de chacun de ces
transcrits a aussi été analysée dans les cellules TAC pc-7 et TAC Pea3-8 cultivées in vitro.

L’expression de chacun des geénes analysés est arbitrairement fixée a 1 dans les cellules

TAC Pea3-8.

De cette fagon nous pouvons noter que I’expression de pea3 dans les tumeurs est
assez variable. En effet dans 4 tumeurs sur les 6 analysées (tumeurs 1, 3, 5 et 6)
I’expression de pea3 est identique ou légerement supérieure a celle observée dans les
cellules TAC pea3-8 (Figure 50A). Au contraire, dans les tumeurs 2 et 4, [’expression de
pea3 semble 1égérement inférieure a celle observée dans les TAC Pea3-8 mais elle reste

cependant supérieure a 1’expression mesurée dans les cellules TAC pc-7 (Figure 50A).

L’expression des ARN messagers cycline d2 et cycline d2 trc dans les tumeurs
issues des cellules TAC Pea3-8 est au contraire plutot homogene. Elle est en effet, par
rapport a celle observée dans les cellules TAC Pea3-8, plus faible de 50 a 70% et de 60 a
80% pour les ARN messagers cycline d2 et cycline d2 trc respectivement (Figures 50B et
50C). Comparée aux cellules TAC pc-7, I’expression de I’ARN messager cycline d2 est
inférieure de 20 a 30% dans les tumeurs 1 a 6 alors que 1’expression de ’ARN messager

cycline d2 trc reste a peu pres identique dans ces mémes tumeurs (Figures 50B et 50C). 11
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Figure 50. Analyse par RT-PCR quantitative de I’expression des ARN messagers pea3
(A), cycline d2 (B) et cycline d2 trc (C) dans les tumeurs induites par les cellules TAC
Pea3-8. L’expression des ARN messagers pea3, cycline d2 et cycline d2 trc dans six
tumeurs issues de 1’injection des cellules TAC Pea3-8 ainsi que dans les cellules TAC pc-7
est présentée relativement a 1’expression dans les cellules TAC Pea3-8 cultivées in vitro,
fixée arbitrairement a 1. Les valeurs d’expression de chaque ARN messager dans les
différents échantillons sont indiquées sur le graphique. Les valeurs ont ét¢ normalisées par
I’expression du gene référent cyclophilline.
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apparait donc que I’expression transcriptionnelle des deux transcrits cycline d2 et cycline
d2 trc diminue de facon similaire dans les tumeurs par rapport aux cellules TAC pc-7 et

TAC Pea3-8.

En conclusion, dans ce contexte pathologique, I’expression de ces ARN messagers
ne suit pas 1’expression de ’ARN messager pea3 puisque les tumeurs exprimant le plus
d’ARN messager pea3 expriment le moins d’ARN messager cycline d2 et cycline d2 trc
(tumeurs 1, 3, 5 et 6). Cependant, ces résultats nous indiquent que 1’expression des cycline
d2 et cycline d2 trc est réprimée dans les tumeurs par rapport aux cellules dont elles sont
issues et que cette répression semble étre un événement fréquent lorsque le statut tumoral
est établi. Ce résultat est déja observé dans le cancer du sein chez la femme pour le

transcrit cycline d2 (Evron et al., 2001) et cf paragraphe ci apres).

b. Les ARN messagers cycline d2 et cycline d2 trc semblent régulés de facon opposée

dans les tumeurs du sein

Les ARN messagers extraits de neuf tumeurs du sein ont ét¢ obtenus par
collaboration avec le docteur Denis Larsimont du centre Régis Bordet de Bruxelles. En test
exploratoire, 1I’expression relative des ARN messagers pea3, cycline d2 et cycline d2 trc a
été évaluée par une technique de RT-PCR quantitative en comparant leur expression dans
les tumeurs avec leur expression dans des cellules épithéliales mammaires humaines
primaires (HMEC). L’expression de chaque geéne est alors présentée comme son
expression relative par rapport au niveau d’expression dans les cellules HMEC fixé

arbitrairement a 1.

Cette technique nous permet d’observer un plus faible niveau d’expression des
transcrits cycline d2 dans 55% des tumeurs environ (5/9) (Figure 51B, tumeurs 4, 5, 6, 8 et
9) et une légere augmentation de son expression transcriptionnelle dans 45% des cas (4/9)
(tumeurs 1, 2, 3 et 7). Ce résultat est en accord avec les données de la littérature puisque
I’expression de I’ARN messager cycline d2 est fréquemment réprimée dans les tumeurs du
sein (Evron et al., 2001) Fisher H et al., 2002. L’ ARN messager cycline d2 trc est quant a
lui fortement exprimé dans la totalité¢ des échantillons (Figure 51C). Concernant pea3, son
expression est plus faible dans 55% des cas (5/9) (tumeurs 2, 3, 4, 7 et 8) et une expression
plus forte que dans les cellules HMEC est observée dans 33% des tumeurs environ (3/9)

(tumeurs 1, 5 et 6) (Figure 51A).
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Il semble donc que les données d’expression de I’ARN messager cycline d2 soient
corrélées aux informations disponibles dans la littérature et dans une moindre mesure aux
résultats obtenus dans les tumeurs formées par les cellules TAC Pea3-8. L’expression de
I’ARN messager cycline d2 trc est quant a elle augmentée ce qui fait de la Cycline D2 Trc
un potentiel acteur pro-tumorigéne. Nous pouvons aussi noter que le résultat concernant
I’expression de I’ARN messager cycline d2 trc n’est pas corrélé aux données obtenues
dans les tumeurs formées par les cellules TAC Pea3-8, ce point sera discuté dans la partie
discussion. Pour I’instant dans ces neuf échantillons nous n’avons pu mettre en évidence de
corrélation avec le statut d’expression de pea3. Il apparait méme que les tumeurs
exprimant les niveaux d’ARN messager pea3 les plus élevés (tumeurs 5 et 6) expriment les
niveaux d’ARN messagers cycline d2 et cycline d2 trc les plus faibles, 1’expression de la

cycline d2 étant méme réprimée.

Ces données restent préliminaires et nécessitent donc d’étre confortées par une
analyse plus exhaustive. Pour cela nous avons obtenu, en collaboration avec le docteur
Denis Larsimont du centre Régis Bordet, un échantillon de 80 tumeurs du sein avec des
parametres clinico-pathologiques bien définis comme le statut d’expression du récepteur
aux cestrogénes ERalpha ou la présence de métastases associées. Nous allons donc pouvoir
entreprendre ’analyse 1’expression de pea3 et des cycline d2 et cycline d2 trc dans ces
tumeurs et déterminer s’il existe une corrélation d’expression entre ces trois transcrits.
Nous pourrons aussi associer ces données d’expression aux critéres clinico-pathologiques

dont nous disposerons.

Cette ¢étude de la fonction du geéne cycline d2 permet de mieux comprendre
comment le facteur de transcription Pea3 influence les événements de morphogeneése et de
tumorigenése mammaires. Nous nous efforgons actuellement de préciser 1’implication du
gene cycline d2 dans ce contexte par des tests phénotypiques et des analyses moléculaires.
La stratégie employée pour I’étude du geéne cycline d2 présentée précédemment est
employée plus généralement au sein de 1’équipe pour 1’étude de genes ciblées lors des
analyses transcriptomiques et qui nous permettront de mieux apprécier comment Pea3

intervient dans les processus de morphogeneése et de tumorigenése mammaires.
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VII. Exploitation des données issues des analyses
transcriptomiques — Pertinence pour I’étude du facteur de
transcription Pea3

Avec les analyses transcriptomiques que nous avons réalisées et qui sont présentées
dans le paragraphe IV.2., il est possible d’obtenir une vue d’ensemble des modifications du
transcriptome des cellules suite a la modulation de 1’expression de Pea3 dans les cellules
TAC ou MMT. La régulation des propriétés cellulaires comme la prolifération ou la
migration est assurée par des ensembles de génes capables d’interagir fonctionnellement et
qui sont alors organisés en réseaux. Etudier la fonction de Pea3 en considérant les réseaux
de geénes qu’il pourrait réguler devrait apporter plus d’informations que I’étude d’un géne
cible unique, comme nous le faisons actuellement avec le geéne cycline d2, pour
comprendre comment Pea3 régule les propriétés de prolifération, de migration ou encore
d’invasion cellulaires. Afin de tester cette hypothése nous avons considéré les données
d’analyses transcriptomiques de fagon globale grace a 1’utilisation d’un outil bio-
informatique, le logiciel d’analyse Ingenuity Pathways Analysis® (IPA). Ce logiciel
analyse les listes de génes obtenues lors des expériences de puces a ADN et les organise
en réseaux moléculaires. Un réseau moléculaire peut étre défini comme une représentation
graphique des liens fonctionnels entre des genes ou les produits de ces geénes (ARN et
protéines). Les geénes ou leurs produits sont alors symbolisé€s par des formes géométriques
et les liens fonctionnels entre ces différents génes ou produits de ces génes sont représentés
par des fleches. Chaque fleche est la représentation d’au moins une observation
fonctionnelle décrite dans la littérature et disponible dans la base de donnée du logiciel
IPA. Les fléches pleines indiquent une interaction fonctionnelle physique et directe,
comme deux protéines d’un méme complexe protéique. Les fleches en pointillés indiquent
qu’il n’y a pas d’interaction fonctionnelle directe répertoriée dans la littérature (adapté de
(Naga Prasad et al., 2009).

Ainsi nous avons analysé les listes de geénes obtenues suite a la surexpression de
Pea3 dans les cellules TAC ou suite a son inhibition dans les cellules MMT. Pour ce faire
nous avons considéré les geénes ayant une valeur p<0,1, c'est-a-dire dont la probabilité
d’étre régulés est de 90%. Ce critére permet d’augmenter le nombre de genes disponibles
pour I’analyse, ce qui se préte mieux a une analyse globale. En effet en appliquant ce

critére nous obtenons 993 genes régulés suite a la surexpression de Pea3 dans le modele
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Figure 52. Schéma représentant le réseau moléculaire « Morphologie des tissus »
identifié dans les cellules TAC Pea3-8 par I’analyse avec le logiciel Ingenuity Pathway
Analysis (IPA). Chaque géne impliqué dans le réseau est représenté par une forme
géométrique. Les génes représentés en blanc ne sont pas régulés par Pea3 dans notre
analyse. Les génes représentés en vert ou en rouge sont respectivement les geénes dont
I’expression est diminuée ou réprimée suite a la surexpression de Pea3 dans les cellules
TAC. Les fleches pleines symbolisent les interactions directes entre deux genes ou produits
de genes, les fleches en pointillés représentent des interactions indirectes entre deux geénes
ou produits de genes.
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TAC et 379 génes dont I’expression est modulée suite a la répression de Pea3 dans le

modéle MMT.

J’ai choisi ici de représenter quelques réseaux moléculaires en fonction de la
pertinence des fonctions biologiques qui leur est associée et des génes les composant, par
rapport aux données dont nous disposons au laboratoire et dans la littérature concernant le
role de Pea3, notamment lors des événements de prolifération, de migration et d’invasion

contrdlant les processus de morphogenése et de tumorigenése mammaires.

Ainsi, dans le modele TAC, lorsque les geénes régulés par Pea3 sont entrés dans le
logiciel IPA, ils s’organisent en divers réseaux dont certains sont impliqués dans le
contrle de la « Morphologie des tissus» et les étapes du « Développement
embryonnaire ». Dans le mod¢le cellulaire MMT, les génes dont I’expression est régulée
suite a la répression de 1’expression de Pea3 s’organisent en un réseau impliqué notamment

dans le contrdle du « Cycle cellulaire ». Ces différents réseaux sont développés ci apres.

1- Pea3 et le réseau moléculaire «Morphologie des tissus»

Ce réseau moléculaire présenté en figure 52 comprend 49 genes dont 1’expression
varie suite a la surexpression de Pea3 dans les cellules TAC. On observe parmi les génes
composant ce réseau la présence du géne mmpl3 dont nous avons au préalable validé la
régulation par Pea3 dans les cellules TAC (Figure 29). De plus, cette représentation
graphique met en avant le géne fos dont 1’expression est augmentée d’un facteur 2,8
(p<0,02) suite a la surexpression de Pea3 dans les cellules TAC. Il est a noter aussi dans ce
réseau, que Fos en plus de voir son expression augmenter suite a la surexpression de Pea3
dans les cellules TAC est potentiellement capable d’interagir avec de nombreux genes dont
I’expression est aussi régulée suite a la surexpression de Pea3 dans le modéle TAC. C’est
le cas des genes mmpl3, serpine2, et mmpl(. La protéine Fos est un facteur de
transcription faisant partie du complexe protéique APl avec lequel le facteur de
transcription Pea3 interagit pour réguler I’expression de nombreux genes cibles comme les
geéne cox2 pendant la tumorigenése mammaire (Subbaramaiah et al., 2002). Cette analyse

indique que la protéine Fos, et donc potentiellement le complexe AP1, pourrait jouer un
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Figure 53. Schéma représentant le réseau moléculaire
« Développement embryonnaire » identifi¢ dans les cellules TAC Pea3-8 par I’analyse
avec le logiciel Ingenuity Pathway Analysis (IPA) et mise en évidence de la voie du
TGF Béta. A. Chaque geéne impliqué dans le réseau est représenté par une forme
géométrique. Les genes représentés en blanc ne sont pas régulés par Pea3 dans notre
analyse. Les génes représentés en vert ou en rouge sont respectivement les génes dont
I’expression est diminuée ou réprimée suite a la surexpression de Pea3 dans les cellules
TAC. Les fleches pleines symbolisent les interactions directes entre deux genes ou produits
de genes, les fleches en pointillés représentent des interactions indirectes entre deux geénes
ou produits de génes B. Schéma représentant la voie de signalisation du TGF Béta et la
position des molécules dont I’expression est régulée par Pea3. Les carrés rouge et vert
indiquent respectivement les genes dont I’expression est augmentée ou réprimée suite a la
surexpression de Pea3 dans les cellules TAC.
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réle important pour les effets morphogénétiques induits par le facteur de transcription Pea3

dans les cellules TAC.

2- Pea3 et le réseau de génes « Développement embryonnaire »

Ce réseau présenté en figure 53A comprend 46 genes dont I’expression est régulée
par Pea3. Parmi ceux ci aucun n’a pu étre précédemment mis en évidence, dans la
littérature, comme geéne cible de Pea3. Différents acteurs de ce réseau n’ont pas leur
expression régulée suite a la surexpression de Pea3 dans les cellules TAC mais sont décrits
pour interagir avec d’autres membres du réseau qui sont régulés par Pea3 dans notre
analyse. C’est le cas de protéines composant le complexe de transcription NFkB ou encore
le facteur de transcription CebpB. L’analyse par le logiciel indique aussi de fagon
remarquable que Pea3 régule I’expression de plusieurs genes de la voie du TGF Béta.

Parmi les génes de la voie TGF Béta nous notons la présence des génes :

- tgfbrl codant un récepteur au TGF Béta, son expression est augmentée d’un facteur 2,06
suite a la surexpression de Pea3 dans les cellules épithéliales mammaires TAC (p=0,012)

(Bierie and Moses, 2006),

- smad4, codant un facteur de transcription, Smad4, qui représente un acteur majeur de la
voie du TGF Béta. Les protéines Smad sont connues pour réguler 1’expression des génes
cibles de la voie TGF Béta. Smad4, quant a lui, inhibe I’expression transcriptionnelle du
gene e-cadherine suite a la stimulation des cellules NMuMG par le TGF Béta (Vincent et

al., 2009). Dans notre analyse, son expression est réprimée de 70% (p=0,1),

- smurf2, codant la protéine Smurf2, une E3 ubiquitine ligase impliquée dans la
dégradation des récepteurs au TGF Béta et des protéines Smad. L’expression du géne
smurf2 est augmentée environ 14,5 fois suite a la surexpression de Pea3 dans les cellules

TAC (p=0,05) (Izzi and Attisano, 2004),

- cdkn2b, géne cible de la voie TGF Béta. La protéine Cdkn2b (p15INK4b) controle 1’arrét

de croissance des cellules épithéliales mammaires suite a une stimulation par le TGF Béta.
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Figure 54. Schéma représentant le réseau moléculaire « Cycle cellulaire » identifié
dans les cellules MMT sipea32DH par I’analyse avec le logiciel Ingenuity Pathway
Analysis (IPA). Chaque géne impliqué dans le réseau est représenté par une forme
géométrique. Les génes représentés en blanc ne sont pas régulés par Pea3 dans notre
analyse. Les génes représentés en vert ou en rouge sont respectivement les geénes dont
I’expression est diminuée ou réprimée suite a la surexpression de Pea3 dans les cellules
TAC. Les fleches pleines symbolisent les interactions directes entre deux genes ou produits
de genes, les fleches en pointillés représentent des interactions indirectes entre deux geénes
ou produits de genes.
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Son expression est réprimée de 94% dans les cellules TAC Pea3-8 (p=2.10"*) (Sandhu et
al., 1997).

La position des différentes protéines codées par ces geénes dans la voie de

signalisation du TGF Béta est représentée dans la Figure 53B.

Ces différentes molécules peuvent interagir avec les autres genes régulés par Pea3
qui sont présents dans le réseau. Il se peut donc que Pea3 module I’activité de la voie TGF
Béta par la régulation de I’expression de molécules capables de moduler I’activité de cette

voie.

3- Pea3 et le réseau de geénes « Cycle cellulaire »

Ce réseau moléculaire présenté en figure 54 regroupe 26 genes régulés suite a la
répression de Pea3 dans les cellules MMT. Ce réseau est centré sur trois grands acteurs
impliqués dans le contrdle de la prolifération des cellules : le produit du géne nfkb2, le
produit du geéne hdacl et le produit du geéne e2f4. L’expression des geénes e2f4, hdacl et
nfkb2 est respectivement régulée d’un facteur 0,64 (p=0,07), 0,87 (p=0,02) et 1,7 (p=0,05)
suite a la répression de I’expression de Pea3 dans les cellules MMT. De part leur fonction
de régulateur, notamment de la prolifération cellulaire, les produits des génes nfkb2, hdacl
et e2f4 sont impliqués dans la progression de nombreux cancers (Chen et al., 2009; Rayet

and Gelinas, 1999).

Compte tenu de I’effet de la répression de Pea3 sur la prolifération des cellules
MMT et leur potentiel tumorigéne, ce résultat ouvre de nouvelles perspectives pour
comprendre comment Pea3 peut moduler cette propriété morphogénétique lors du

processus de tumorigenése mammaire.

L’¢étude globale des listes de génes cibles obtenues grace aux analyses
transcriptomiques dans les modeles TAC et MMT suite a la modulation de I’expression de
Pea3, a ainsi permis de pointer différents acteurs moléculaires pouvant agir de concert avec
Pea3 pour réguler les processus de morphogenése et de tumorigenése mammaires. Parmi
ces acteurs nous avons plus spécifiquement remarqué la voie du TGF Béta et les facteurs

de transcription Fos, NfkB et E2F4. Méme si cette analyse n’a pas la prétention
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d’expliquer tous les événements moléculaires se mettant en place lors de la modulation de
I’expression de Pea3 dans nos modéles d’étude TAC et MMT et méme si les résultats
exposés dans ce chapitre n’auront de valeur que lorsqu’ils auront pu étre validés
expérimentalement, notre analyse offre de nouvelles perspectives de recherche que nous ne

pouvions pas imaginer en étudiant individuellement les geénes régulés par Pea3.
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Au laboratoire nous nous intéressons a comprendre le role des facteurs de
transcription du groupe PEA3 lors des événements de morphogenése et de tumorigenese
mammaires. Pour ce faire, préalablement a mon travail de these, des modeles cellulaires de
morphogeneése mammaire (cellules TAC) et de tumorigenése mammaire (cellules MMT)
dans lesquels I’expression de ces facteurs de transcription est modulée ont été établis
(Chotteau-Lelievre et al., 2003; Firlej, Ladam et al., 2008). A partir de ces modéles

plusieurs lignes de recherche complémentaires ont été et sont développées:

- Etudier les propriétés morphogénétiques et tumorigéniques in vitro et in vivo de

ces modeles cellulaires suite a la modulation de I’expression de Pea3 ou Erm.

- Rechercher les mécanismes moléculaires impliqués en réalisant des analyses
transcriptomiques permettant de déterminer les geénes dont I’expression est

régulée par ces facteurs dans les modeles cellulaires TAC et MMT.

Ainsi, préalablement & mes travaux de these, I’étude de I’implication des facteurs
de transcription Pea3 et Erm dans les propriétés morphogénétiques des cellules épithéliales
mammaires TAC a été entreprise par une technique de surexpression stable et constitutive
de ces facteurs (Chotteau-Lelievre et al., 2003). Cette stratégie a été envisagée apres avoir
observé que 1’expression de ces facteurs est localisée dans le tissu épithélial de la glande
mammaire pendant la puberté, étape de développement intense de I’arbre épithélial par
morphogenese de branchement (Chotteau-Lelievre ef al., 2003). Il a alors été montré que
les cellules TAC surexprimant Pea3 (TAC Pea3-8) ou Erm (TAC Erml) présentent des
capacités de migration et d’invasion supérieures aux cellules témoins, les cellules TAC pc-
7. La surexpression de ces facteurs leur confére aussi la capacit¢ de faire de la
morphogenése de branchement de facon spontanée lorsqu’elles sont placées dans une
matrice de collagéne, mimant ainsi le comportement des cellules TAC lorsqu’elles sont

stimulées par un facteur de croissance comme I’HGF.

Pea3 et Erm participent donc a la régulation des propriétés morphogénétiques des
cellules épithéliales mammaires et sont donc potentiellement des acteurs de Ia

morphogenése mammaire.

Ce résultat a été précisé depuis par Kurpios et collaborateurs qui ont montré que
I’inhibition de I’expression de Pea3 chez la souris entrainait des défauts de formation de

I’arbre épithélial pendant la puberté et la gestation (Kurpios et al., 2009). Ces défauts
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seraient dus a un probléme de différenciation des cellules progénitrices de 1’arbre épithélial

résultant en une accumulation de cellules en prolifération.

En parallele, ’aspect tumorigenése a ¢été abordé par 1’étude des propriétés
tumorigéniques in vitro et in vivo des cellules MMT suite a la répression de I’expression de
Pea3 ou Erm par la technique d’interférence a I’ARN. Ainsi, I’effet de la répression de ces
facteurs de transcription sur les capacités de prolifération, de migration et d’invasion in
vitro des cellules MMT, ainsi que sur leur potentiel tumorigeéne apres injection en souris

immunodéprimées a donc été entreprise.

Enfin, la recherche des geénes dont I’expression est régulée par Pea3 dans les
modeles TAC et MMT a été entreprise en plusieurs étapes, tout d’abord une premicre
analyse permettant d’étudier 1’expression d’un petit nombre de genes, réalisée dans les
cellules TAC dans lesquelles différents génes régulés par le facteur Erm ont pu étre mis en
évidence dont le géne cycline d2. Une deuxiéme analyse transcriptomique cette fois ci plus

globale a été initiée dans le modele MMT suite a la répression de Pea3 ou Erm.

Pendant ma thése je me suis focalisé sur le facteur de transcripion Pea3 pour lequel
nous disposions du plus grand nombre d’outils. En tenant compte de toutes les données

disponibles au laboratoire, nous avons donc envisagé de développer les thémes suivants:

- Etudier le comportement in vivo des cellules TAC Pea3-8 apres injection dans une

glande mammaire désépithélialisée,

- Participer a I’é¢tude du role du facteur de transcription Pea3 dans les propriétés

tumorigéniques des cellules MMT, par des approches in vitro et in vivo,

- Rechercher les mécanismes moléculaires régulés par Pea3 en effectuant des analyses
transcriptomiques dans les cellules TAC et MMT dans lesquelles 1’expression de Pea3 est

modulée.

- Parmi les cibles moléculaires, le geéne cycline d2 a été identifié. L’étude de la
caractérisation de sa régulation par Pea3 ainsi que de sa fonction dans les événements

induits pas Pea3 a été entreprise.
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I. [Etablissement de modéles cellulaires TAC
complémentaires pour I’étude du role de Pea3

Les travaux réalisés au cours de ma thése s’appuient entre autre sur 1’utilisation du
modele cellulaire TAC duquel a été dérivé un clone nommé TAC Pea3-8, ayant intégré de
facon stable et constitutive un plasmide d’expression permettant la surexpression de Pea3
(Chotteau-Lelievre et al., 2003). Connaissant les problémes posés par ’utilisation de
population cellulaires clonales nous avons entrepris de générer une nouvelle lignée de
cellules TAC surexprimant Pea3, dans 1’idée de valider les résultats obtenus dans le
modele TAC Pea3-8 notamment par une approche en contexte in vivo. Pour cela nous
avons utilisé¢ une infection rétrovirale permettant I’intégration de fagon aléatoire et stable
dans le génome des cellules d’un plasmide d’expression codant Pea3. Les cellules ainsi
obtenues ont ét¢ nommées TAC PLPCX Pea3-V5 et TAC PLPCX pour les cellules

témoins.

Lors de ces expériences nous avons pu observer que les rétrovirus codant Pea3,
PLPCX Pea3-V5 entrainaient un niveau important de mort cellulaire parmi les cellules
infectées alors que cet effet délétere n’était pas observé dans les cellules infectées avec le
rétrovirus témoin PLPCX. De plus, en comparant 1’expression de Pea3 dans les cellules en
cours de sélection et dans la population cellulaire établie nous avons remarqué que les
cellules en cours de sélection exprimaient un niveau de transcrits pea3 nettement plus
conséquent et détectable par Western Blot alors que 1’expression de la protéine Pea3 dans
les cellules établies n’est pas analysable. Il semblerait donc que le niveau d’expression de
Pea3 puisse étre li¢ au pouvoir délétere observé suite a 1’infection des cellules TAC avec le
rétrovirus PLPCX Pea3-V5. En accord avec cette idée nous n’avons pas été en mesure de

détecter I’expression de la protéine Pea3 dans le clone cellulaire TAC Pea3-8.

Nous avons alors entrepris de valider 1’apport de la fonction du facteur de
transcription Pea3 dans les cellules TAC PLPCX Pea3-V5 et TAC Pea3-8 en comparaison,
en analysant 1’expression de certains génes décrits dans la littérature et au laboratoire pour
étre régulés par Pea3. Par cette technique nous avons alors montré que Pea3-V5 dans nos
cellules TAC PLPCX Pea3-V5 pouvait augmenter 1’expression des genes mmp13 et mmp9

tout comme semble le faire la surexpression de Pea3 dans les cellules TAC Pea3-8. Nous
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disposons alors de deux lignées cellulaires surexprimant le facteur de transcription Pea3,

qui semble fonctionnel puisqu’il régule I’expression de certains des genes cibles décrits.

Nous testons actuellement le comportement de ces cellules dans un gel de collagene
afin de déterminer si elles peuvent former des tubes épithéliaux de fagcon spontanée comme

le font les cellules TAC Pea3-8.

Enfin, il est nécessaire de préciser que cette stratégie a ét¢ maitrisée tardivement au
laboratoire et nous n’avons donc pas été en mesure de mener toutes les expériences
présentées dans le manuscrit de thése en considérant les modeles TAC Pea3-8 et TAC

PLPCX Pea3-V5 en parallele.

II. Pea3 module les propriétés morphogénétiques des cellules
épithéliales mammaires normales et transformées

Au cours de ma thése, dans le but de déterminer I’impact de la surexpression de
Pea3 dans un contexte physiologique de développement de la glande mammaire, nous
avons testé le comportement des cellules TAC Pea3-8 aprés injection dans une glande
mammaire désépithélialisée de souris SCID. Lors de ces expériences nous nous sommes
apercus que les souris dans lesquelles les cellules TAC Pea3-8 étaient injectées
développaient des tumeurs au niveau du site d’injection et formaient des tumeurs
secondaires au niveau des poumons. Ces résultats ont pu étre réitérés au cours de trois
expériences indépendantes. Les cellules témoins quant a elle n’ont formé des tumeurs que
dans une expérience, treés tardivement par rapport aux cellules TAC Pea3-8 et sans

qu’aucune métastase ne puisse étre observée dans les organes des souris.

Ces résultats indiquent donc que la surexpression de Pea3 dans les cellules TAC
leur confére un potentiel tumoral lorsqu’elles sont placées dans le contexte d’une glande
mammaire. De plus, les tumeurs se développant forment des métastases, ce qui indique que
les cellules de ces tumeurs ont la capacité d’envahir les tissus environnants, de migrer a
travers I’organisme et d’établir de nouvelles tumeurs dans des organes distants comme les
poumons. La présence de métastases étant le signe d’une tumeur agressive, ces résultats
sont en accord avec les données de la littérature indiquant que la surexpression de Pea3

dans les tumeurs du sein est un marqueur de 1’agressivité tumorale (Bieche et al., 2004;
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Davidson et al., 2004). De plus, ’agressivité des tumeurs est étroitement liée aux capacités
de migration et d’invasion des cellules tumorales, capacités augmentées dans les cellules

TAC suite a la surexpression de Pea3 (Chotteau-Lelievre ef al., 2003).

Cependant, méme s’il est établit que la surexpression de Pea3 dans des cellules
tumorales mammaires leurs conférent des propriétés invasives et métastatiques (Kaya et
al., 1996) aucune donnée n’est disponible, a I’heure actuelle, pour affirmer qu’il puisse se
comporter comme un oncogene, c’est a dire en induisant la transformation de cellules a
caractére normal. En prenant ce critére en considération notre étude serait la premicre
preuve d’un tel potentiel pour le facteur de transcription Pea3 dans des cellules épithéliales
mammaires. Nous devons cependant rester prudent en interprétant ces résultats puisque la
formation de tumeurs suite a l’injection des cellules témoin TAC pc-7 dans une des
expériences que nous avons menée, méme si ce phénomene reste minoritaire, nous ameéne
a penser que les cellules témoins TAC pc-7 puissent, dans I’environnement de la glande
mammaire, acquérir des propriétés de cellules transformées. Dans ce cas, nos résultats
indiqueraient que la surexpression de Pea3 favoriserait ce phénomene, en augmentant donc
la fréquence d’apparition des tumeurs. Dans le but de répondre a cette problématique nous
allons devoir répéter I’expérience pour nous assurer que la formation de tumeurs suite a
I’injection de cellules TAC pc-7 n’est pas la conséquence d’un probléme technique, c’est a
dire que les cellules TAC pc-7 ont bien la capacité de former des tumeurs lorsqu’elles sont
injectées dans le contexte d’une glande mammaire. Enfin, pour confirmer ces résultats
nous envisageons de tester le comportement des cellules TAC PLPCX Pea3-V5 apres
injection dans une glande mammaire murine, cela pour s’assurer que les résultats obtenus

avec le clone cellulaire TAC Pea3-8 ne soit pas la conséquence d’un effet clonal.

Compte tenu des résultats obtenus précédemment indiquant que la surexpression de
Pea3 dans les cellules TAC augmentait leurs capacités de migration et d’invasion et leur
conférait la capacité de faire de la morphogenese de branchement dans le contexte d’une
matrice de collagéne, nous avions émis 1’hypothése que les cellules TAC Pea3-8 puissent
envahir le mésenchyme de la glande mammaire dépourvu de son épithélium et former des
tubes épithéliaux. Les résultats que nous apportons ne permettent pas de vérifier cette
hypothese. I est possible que préalablement a la formation des tumeurs les cellules
puissent s’organiser en tubes au sein du mésenchyme mammaire. Il nous faudra alors

analyser les glandes mammaires plus précocement pour éprouver cette hypothese.
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Cependant, dans tous les cas, le contexte de la glande mammaire semble favoriser la
transformation des cellules TAC Pea3-8. Le développement post natal du tissu mammaire
étant sous la dépendance de diverses hormones et facteurs de croissance sécrétés par les
cellules du stroma, il se peut que la surexpression de Pea3 dans ce contexte rende les

cellules TAC plus sensibles a de tels signaux.

Le bilan de nos résultats semble indiquer que les cellules TAC Pea3-8 cultivées in
vitro puissent servir de modele pour I’étude du role de Pea3 dans le phénomeéne de
morphogenése mammaire alors que dans un contexte in vivo nos cellules TAC
surexprimant Pea3 nous permettent d’étudier ses fonctions pro-tumorigeénes. Ces deux
événements sont étroitement li€s et sont en accord avec le fait que Pea3 augmente les
capacités de migration et d’invasion des cellules TAC (Chotteau-Lelievre et al., 2003). Au
vu de toutes ces données nous pensons que les cellules TAC Pea3-8, méme si elles nous
permettent d’étudier les mécanismes de morphogenése mammaire in vitro ne nous
autorisent pas pour l’instant a préciser le role de Pea3 dans le contexte d’une

morphogeneése in vivo.

Un tel cas de figure a déja été documenté dans la littérature. En effet, la
surexpression de 1’oncogéne Ha-Ras dans les cellules épithéliales mammaires murines
EpH4 leur confére des propriétés morphogénétiques accrues lorsqu’elles sont cultivées en
gel de collageéne ou elle peuvent alors former des tubules épithéliaux et se différencier pour
sécréter les protéines du lait. Cependant lorsque ces cellules sont injectées dans une glande
mammaire de souris elles forment des tumeurs sous I’influence du TGF Béta sécrété par
les cellules du mésenchyme (Oft et al., 1996). 11 sera intéressant de déterminer quels sont
les mécanismes qui permettent a Pea3 de former des tumeurs in vivo tout comme peut le
faire la voie du TGF Béta pour les cellules EpH4 surexprimant I’oncogene Ha-Ras. Nous
verrons tout au long de cette discussion que nous avons pu, au cours de ma thése,
déterminer quelques pistes pour la définition de tels mécanismes, notamment lors de

I’étude du geéne cycline d2.

En parallele des données collectées avec le modele cellulaire TAC, I’aspect
tumorigen¢se mammaire avec la compréhension du role de Pea3 dans cet événement a été
entrepris en utilisant des cellules épithéliales mammaires transformées, les cellules MMT.

Dans ces cellules 1’expression de Pea3 est réprimée par I’utilisation de petits ARN
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interférents et au début de ma thése j’ai participé aux expériences permettant de montrer
que cette répression entrainait une diminution des capacités de prolifération, d’invasion et
de migration par des tests in vitro. De plus, par des tests in vivo nous avons observé une
diminution de la taille des tumeurs formées suite a I’injection des cellules dans le flanc de
souris SCID (Firlej, Ladam et al., 2008). Ces résultats indiquent donc que dans un contexte
de cellules transformées Pea3 joue un rdle pro-tumorigéne en modulant les propriétés de
prolifération, de migration et d’invasion cellulaires. Notre approche de 1’étude de Pea3
dans le contexte de la cancérisation mammaire est pour date la seule employant une
technique de répression spécifique de I’expression de Pea3 permettant alors d’étudier la
fonction précise de Pea3 par perte de fonction. En effet les études disponibles jusqu'a
présent sont basées sur 1’utilisation de modeles de surexpression de Pea3 (Kaya et al.,
1996) ou d’expression ectopique d’un dominant négatif de Pea3 dont la spécificité pour
Pea3 au sein de la famille ETS reste a démontrer (Baker et al., 2010; Shepherd et al.,
2001).

Ainsi, 1’¢tude des modeles TAC et MMT apporte de nouveaux ¢léments de
réflexion quant au réle de Pea3 lors du développement des tumeurs mammaires. En effet,
méme si de nombreux travaux sont en accord avec nos données, indiquant un rdle pro-
tumorigene du facteur de transcription Pea3 notamment au cours de la tumorigenese
induite par les oncogénes erbb2 ou wnt-1 (Baker et al., 2010; Shepherd et al., 2001), il
existe des données contradictoires au sein de la littérature. Ces données restent minoritaires
mais pour exemple Xing et collaborateurs ont montré que la surexpression de Pea3 dans
des lignées tumorales mammaires surexprimant I’oncogene Her2/Neu diminuait leur
capacité a former des tumeurs in vivo et que cet effet pourrait étre la conséquence de la
répression de 1’expression de 1’oncogene erbb?2 par Pea3 (Xing et al., 2000). Dans cette
¢étude les auteurs décrivent un effet délétére de la surexpression transitoire de Pea3 dans les
cellules du sein exprimant I’oncogéne Her2/Neu. Cet effet délétére n’étant pas sans
rappeler I’effet de la surexpression de Pea3 dans les cellules TAC il se peut que les effets
qu’ils observent soit tout simplement la conséquence d’un niveau d’expression de Pea3

trop ¢levé dans ces cellules.

Nous savons que la surexpression de Pea3 dans des cellules épithéliales mammaires
non transformées TAC leur confére des propriétés de migration et d’invasion accrues ainsi

que la capacité de faire de la morphogenése de branchement dans un contexte in vitro de
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matrice extracellulaire de collagéne. Dans cette étude nous avons montré que ces capacités
pouvaient étre associées a la capacité de former des tumeurs in vivo dans le contexte d’une
glande mammaire. De fagon complémentaire, la répression de Pea3 dans des cellules dont
la transformation est établie, les cellules MMT, diminue les capacités tumorales de ces
cellules in vitro et in vivo. Ces deux stratégies nous indiquent que, dans certaines
conditions, Pea3 joue un role pro-tumorigéne. Cependant, le cancer du sein est une maladie
complexe avec des tumeurs possédant des -caractéristiques différentes au niveau
phénotypique et moléculaire (Visvader, 2009). Il se peut donc que Pea3 puisse jouer des
roles différents en fonction du type de tumeurs dans lequel il est exprimé. Il semble en tout
cas que nos mode¢les cellulaires soient adaptés a 1’étude du réle pro-tumorigéne du facteur

de transcription Pea3.

En nous basant sur les données phénotypiques obtenues dans les modeles
cellulaires TAC et MMT suite a la modulation de I’expression de Pea3, nous avons analysé
les mécanismes moléculaires qui sont régulés par Pea3 et qui pourraient permettre de
comprendre comment il intervient dans la régulation des processus de morphogeneése et de
tumorigen¢se mammaires. Pea3 étant un facteur de transcription, son action passe par la
modulation de I’expression des genes. Dans le but de déterminer quels sont ces genes,
différentes analyses du transcriptome ont été entreprises dans nos modeles cellulaires

d’études suite a la modulation de I’expression de Pea3.

III. Pea3 morphogenese et tumorigenése mammaires étude des
mécanismes moléculaires régulés

Ainsi, trois analyses distinctes ont ¢té réalisées a partir des cellules TAC
surexprimant Pea3 ou MMT dans lesquelles 1’expression de Pea3 est réprimée. La
premicre, réalisée avant mon arrivée au laboratoire, permettant de visualiser I’expression
d’un nombre restreint de génes, a permis de mettre en évidence le géne bax ou encore le
gene cycline d2 dont 1’étude est présentée dans ce manuscrit. Les deux autres, auxquelles
j’al pu participer ou qui ont été réalisées au cours de ma thése, sont des analyses plus
globales du transcriptome des cellules TAC dans lesquelles Pea3 est surexprimé et des
cellules MMT dans lesquelles 1’expression de Pea3 est réprimée. Brievement, le
transcriptome des cellules TAC ou MMT témoin est analysé et comparé respectivement a

celui des cellules TAC ou MMT dans lesquelles I’expression de Pea3 est modulée. Nous
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obtenons ainsi une liste de geénes dont I’expression varie entre les deux conditions
comparées, liste a laquelle différents parameétres statistiques sont appliqués, notamment la
définition d’une valeur de probabilité p. Dans nos analyses nous avons fixé la valeur p
inférieure ou égale a 0,01 c’est a dire que les geénes que nous sélectionnons par 1’analyse
statistique ont une probabilité de 99% d’étre régulés entre les conditions témoins et les
conditions dans lesquelles 1’expression de Pea3 est modulée. L’application de ces critéres a
permis de mettre en évidence 113 geénes (p<0,01) dont I’expression est régulée suite a la
surexpression de Pea3 dans les cellules TAC et 85 genes (p<0,01) dont I’expression est
modulée suite a la répression de I’expression de Pea3 dans le modele MMT. Nous avons
entrepris I’analyse de ces résultats de deux facons différentes et complémentaires. La
premicre est une analyse manuelle des fonctions décrites dans la littérature d’un nombre
restreint de ces génes. Nous avons choisi, par analyse, de considérer les 20 genes les plus
fortement régulés se répartissant en 10 geénes dont I’expression est augmentée et 10 geénes
dont I’expression est réprimée suite a la modulation de I’expression de Pea3 dans les
modeles d’étude TAC ou MMT. La deuxi¢me est une analyse globale par ’utilisation d’un
outil bio-informatique, le logiciel Ingenuity Pathway Analysis®, a partir d’une liste de

genes plus conséquente.

1- Analyse manuelle des données d’analyses transcriptomiques

a. Pea3 régule l'expression de nombreux genes impliqués dans les processus de

migration, d’invasion et de prolifération cellulaires

Pea3 dans nos modéles cellulaires TAC et MMT semble, pour celles que nous
avons pu €valuer au laboratoire, réguler des propriétés similaires comme les propriétés de
prolifération de migration et d’invasion. En nous basant sur ces résultats, renforcés par les
données de la littérature, nous pensons ainsi que Pea3 est un acteur des étapes de
morphogenése et de tumorigenése mammaires (Kurpios ef al., 2009; Shepherd and Hassell,
2001). Parmi les genes pointés dans I’analyse et présentés dans les tableaux 3 et 4 de la
partie Résultats beaucoup semblent pertinents pour expliquer les effets morphogénétiques

engendrés par Pea3 dans nos deux modeles cellulaires TAC et MMT.
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Nous avons remarqué que bon nombre d’entre eux étaient déja décrits pour moduler les

propriétés :
- de migration et d’invasion,
- de prolifération et de différenciation,
- de controle du métabolisme cellulaire.

Les génes participant aux proprié¢tés de migration et d’invasion cellulaires sont :
les génes mmp13, serpine2, ap-o, cxcl5, tm4sf1 pour les cellules TAC et fgfrl, eps8, snn,
sesn2, fst, trp53inp1, hmmr pour les cellules MMT. Pea3 étant associé au caractere invasif
des cancers, comme le cancer du sein, ces génes semblent pertinents pour agir en ce sens
de concert avec Pea3 (de Launoit et al., 2006; de Launoit et al., 2000). L’analyse des

données disponibles dans la littérature nous indique les informations suivantes.

Trois des génes de cette liste semblent particulieérement intéressants a étudier. Ce
sont les génes mmpl3, serpine2 et 2010111101Rik (ap-o0). lls codent tous les trois des
protéines régulant le processus de dégradation de la matrice extracellulaire (Diaz-Perales et
al., 2005; Fayard et al., 2009; Nannuru et al., 2010). La régulation de I’expression des
métalloprotéases MMP par les membres du groupe PEA3 est un phénomeéne bien étudié.
L’expression de nombreuses métalloprotéases de la famille des MMP est régulée au
niveau transcriptionnel par des séquences localisées sur leur promoteur, séquences
constituées d’un site EBS de fixation des facteurs de transcription de la famille ETS et
d’un site de fixation du complexe de transcription AP1 composé¢ des facteurs de
transcription Fos et Jun (Fanjul-Fernandez et al., 2010). Une coopération entre les sites
EBS et AP1 pour la régulation de I’expression du gene mmp13 a déja été décrite. Les sites
EBS et AP1 assurent la transactivation du promoteur du géne mmp13, notamment suite a
la stimulation des chondrocytes par le TGF Béta (Tardif ef al., 2001) ou la stimulation des
cellules hépatiques stellaires par 1’Interféron Alpha (Diaz-Sanjuan et al., 2009). Les génes
serpine2 et ap-o n’ont quant a eux jamais été décrits comme pouvant étre régulés par Pea3
ou encore les facteurs Erm et Er81. Ils constituent alors potentiellement de nouveaux geénes

cibles du groupe PEA3.

Fonctionnellement, aucun lien n’a pu étre établi entre les mmp13, serpine2, ap-o et

les facteurs de transcription du groupe PEA3. Cependant nous pouvons tout de méme
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remarquer quelques corrélations. En effet, la Mmp13 et la Serpine2 ont été décrites pour
activiter la Mmp9 dans les cellules cancéreuses mammaires et participent ainsi a la
régulation du processus métastatique (Fayard et al., 2009; Nannuru et al., 2010). Pea3
pouvant augmenter 1’expression de la Mmp9, comme nous 1’avons montré dans le modéle
TAC et comme indiqué dans les cellules cancéreuses mammaires (Qin et al., 2008), il se
peut alors qu’il y ait une relation entre ces trois genes et que Pea3 puisse jouer un role
crucial lors de la cancérogenése mammaire en régulant a la fois I’expression de la Mmp9
mais aussi son activité a travers la régulation de I’expression des genes mmpl3 et

serpine2.

Dans le modele MMT, Pea3 régule I’expression de génes impliqués dans la mise en
place du cytosquelette. C’est le cas des geénes myh?7, tuba7 et eps8. Le geéne tuba7 code
une Tubuline Alpha constituant des microtubules. Les microtubules sont impliqués dans le
contrdle du fuseau de division mitotique mais aussi de la motilité¢ des cellules (Etienne-
Manneville, 2010). Le géne eps8 code une protéine régulant I’élongation des extrémités
des filaments d’actine, impliqués dans la formation des structures membranaires comme
les filopodes (Disanza et al., 2004; Funato et al., 2004). Le géne myh7 code une Myosine,
les Myosines s’associent au cytosquelette d’actine pour réguler sa contraction favorisant
ainsi la motilité des cellules (Parsons et al., 2010). La régulation de la mise en place du
cytosquelette est un élément important pour que les cellules puissent migrer et envahir les
tissus. Ces trois génes semblent donc d’un intérét certain pour comprendre le réle de Pea3
pendant la tumorigenése mammaire puisque la régulation de 1’expression de ces trois génes
dans les cellules MMT suite a la répression de I’expression de Pea3 est associée a une
modulation des capacités de migration et d’invasion des cellules (Firlej, Ladam et al.,
2008). Ces données sont en accord avec 1’étude de Chen et collaborateurs indiquant que
dans les cellules MMT la surexpression de Pea3 pouvait réguler 1’activité du promoteur du
geéne vimentine dans les cellules cancéreuses mammaires, la Vimentine étant une
composante des filaments intermédiaires régulant les processus d’invasion et de migration

cellulaires (Chen et al., 1996).

Différents génes identifiés dans nos analyses sont aussi impliqués dans le controle
de la prolifération et de la différenciation des cellules. C’est le cas des génes cdkn2b,
Iy6c et has2 dans les cellules TAC et des genes fgfrl, rras2, tral et nusapl dans les

cellules MMT. Le geéne fgfrl est particulicrement intéressant. Il code un récepteur
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membranaire aux facteurs de croissance de la famille du FGF. L’activation de la voie de
signalisation du FgfR1 dans les cellules épithéliales mammaires normales murines HC11
est associée a une augmentation de la prolifération cellulaire et I’induction d’une transition
épithélio-mésenchymateuse (Xian et al., 2007; Xian et al., 2005). Pea3 étant un acteur clef
de la voie du FGF pendant le développement de divers organes (cf Introduction) ce géne
est particulierement intéressant pour tenter de décrypter les mécanismes moléculaires
permettant a Pea3 de réguler la prolifération des cellules épithéliales mammaires
cancéreuses. Nous pouvons ainsi faire le lien avec le géne cdkn2b qui est régulé par Pea3
dans les cellules TAC. Ce géne code une protéine qui inhibe la progression du cycle
cellulaire en interagissant avec les complexes protéiques Cycline D/CDK. La répression de
I’expression de ce gene fait le lien entre régulation du cycle cellulaire et induction d’une
transition épithélio-mésenchymateuse dans les cellules épithéliales mammaires (Sandhu et
al., 1997). Ces génes seront donc pertinents a étudier pour I’étude de la fonction de Pea3
pendant les étapes de morphogenése et de tumorigenese notamment pour le contrdle des
propriétés de prolifération et lors du phénoméne de transition épithélio-mésenchymateuse.
Différents génes impliqués dans le contrdle de la prolifération des cellules tumorales
mammaires ont déja été documentés dans d’autres modeles cellulaires. 11 s’agit des génes
cycline d3 et p21Cipl (Funaoka et al., 1997; Jiang et al., 2007a). Nous n’avons pas ¢été en
mesure d’identifier ces geénes lors de nos analyses transcriptomiques mais il se peut alors

que la régulation de ces génes soit dépendante du type cellulaire étudié.
b. Autres genes intéressants pour l'étude du facteur de transcription Pea3

Ce sont les génes cidec, hpxn, ugt2b36, dio3 et slc5al dans le modele cellulaire
TAC. Le géne ugt2b36 est particulicrement intéressant car il prend part a la dégradation
des hormones stéroidiennes comme les estrogeénes qui sont indispensables a la mise en
place de la glande mammaire et qui sont souvent impliqués dans la cancérisation de cette
derniére (cf Introduction). La découverte de ces geénes indique alors potentiellement de
nouvelles fonctions pour le facteur de transcription Pea3 qui pourrait intervenir dans le

controle du métabolisme cellulaire.
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2- Analyse bio-informatique, une vision globale pour la définition de nouvelles

hypothéses de recherche

L’étude manuelle de la fonction des génes dont I’expression est modulée dans les
cellules TAC et MMT suite a la modulation de I’expression de Pea3 nous apporte de
nouvelles pistes de recherche pour comprendre comment Pea3 régule les processus de
morphogenése et de tumorigenése mammaires. En paralléle de cette étude et dans le but
d’améliorer les informations disponibles graces aux analyses transcriptomiques, nous
avons envisagé l’utilisation d’un outil bio-informatique qui nous permet de considérer
I’ensemble des données issues de ces analyses. Pour ce faire nous avons utilisé le logiciel
d’analyse Ingenuity Pathway Analysis®. Ce logiciel organise les geénes obtenus dans les
analyses transcriptomiques a grande échelle sous forme réseaux de molécules. Les réseaux
sont formés en associant des genes décrits dans la littérature pour interagir physiquement
ou fonctionnellement. Nous avons émis 1’hypothése que Pea3 puisse réguler des ensembles
de geénes capables d’interagir pour moduler ensemble les propriétés morphogénétiques des
cellules TAC et MMT. L’utilisation du logiciel nous a permis de mettre en évidence un
certain nombre de réseaux et nous en avons pointé trois qui nous ont paru pertinents

connaissant le role de Pea3 dans nos modéles cellulaires et dans la littérature.

Ainsi, nous avons mis en évidence un réseau moléculaire faisant intervenir les
protéines Fos, Mmp13 et Serpine2 dans les cellules TAC suite a la surexpression de Pea3.
Comme nous ’avons précédemment noté, 1’étude des génes mmpi3 et serpine2 est d’un
intérét majeur pour la compréhension du réle de Pea3. Le logiciel nous oriente aussi vers le
gene fos dont I’expression semble augmentée dans les cellules TAC Pea3-8. Pea3 et les
protéines du complexe AP1 (Fos et Jun) interagissent pour réguler 1’expression de
différents génes impliqués lors du processus de tumorigenése mammaire (El-Tanani et al.,
2004; Matsui et al., 2006; Subbaramaiah et al., 2002). Il est alors possible que la protéine
Fos soit un atout majeur pour que Pea3 puisse réguler les propriétés morphogénétiques des

cellules TAC.

L’analyse par le logiciel nous oriente aussi vers la voie de signalisation du TGF
Béta. En effet elle permet de mettre en évidence que, suite a la surexpression de Pea3 dans
les cellules, un certain nombre d’acteurs de cette voie voient leur expression

transcriptionnelle modulée. C’est le cas des geénes tgfbrl, smurf2, smad4 et cdkn2b. La
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voie TGF Béta est impliquée dans le contrdle de la prolifération et de la migration des
cellules épithéliales et notamment les cellules épithéliales mammaires (pour revue, (Bierie
and Moses, 2006). Le TGF Béta est aussi un inducteur de la transition épithélio-
mésenchymateuse notamment dans le modele de cellules épithéliales mammaires NMuMG
dont sont issues les cellules TAC, notre modele d’étude (Lindley and Briegel, 2010;
Soriano et al., 1995; Vincent et al., 2009). La stimulation des cellules NMuMG par le TGF
Béta induit une répression de ’expression transcriptionnelle du gene e-cadherine via le
recrutement des protéines Smad4 et Etsl sur son promoteur (Shirakihara et al., 2007;
Vincent et al., 2009). Les cellules TAC, quant a elles, répondent a une stimulation par le
TGF Béta de facon dose dépendante. En effet, Soriano et collaborateurs ont montré que de
faibles concentrations de TGF Béta induisaient la formation de structures branchées
lorsque les cellules sont placées dans un gel tridimensionnel de collagéne, tout comme
peux le faire la surexpression de Pea3 dans ces cellules (Chotteau-Lelievre et al., 2003;
Soriano et al., 1996). 11 se pourrait alors que Pea3 induise ces effets morphogénétiques en
régulant ’activité de la voie TGF Béta dans les cellules TAC. Quelques preuves d’une telle
hypothése sont déja disponibles dans la littérature puisque Pea3 est capable de moduler
I’activité du promoteur du gene #gfbr2 codant un récepteur au TGF Béta dans des cellules
de carcinome embryonnaire. Nous reviendrons sur l’analyse du geéne cdkn2b et la
pertinence de la voie TGF Béta lors de la discussion des données relatives aux travaux que

nous avons mené sur le géne cycline d2.

Ce lien entre Pea3 et la voie de signalisation du TGF Béta peut aussi tre rapporté
au modele MMT suite & la modulation de I’expression de Pea3. En effet, méme si le
logiciel Ingenuity Pathway ne nous renseigne pas sur une telle relation, 1’analyse manuelle
des geénes que nous avons réalisée précédemment nous indique la présence des génes fst et
sesn2 qui interagissent avec cette voie de signalisation pour moduler son activité. Le géne
fst est particulierement intéressant car il code la Follistatine, une protéine antagoniste des
protéines Activine et BMPs qui sont des ligands extracellulaires de la famille du TGF Béta

(Massague and Chen, 2000).

Enfin, dans le modele MMT, notre attention s’est portée sur un réseau moléculaire
regroupant des génes impliqués dans le controle de la prolifération cellulaire. Parmi ceux la
I’analyse par le logiciel nous indique que Pea3 régule ’expression des génes e2f4, hdacl

et nfkb2. Les trois protéines issues de ces genes agissent directement au niveau des
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promoteurs des genes pour réguler leur transcription comme le fait Pea3 (Chen et al., 2009;
Rayet and Gelinas, 1999; Wade, 2001). Le facteur de transcription E2f4 régule
I’expression de genes impliqués dans la progression du cycle cellulaire pour le passage de
la phase G1 vers la phase S (Conboy et al., 2007). De plus, E2f4 est capable d’interagir
avec la protéine Hdacl pour réprimer 1’expression de certains génes cibles (Rayman et al.,
2002). 11 se pourrait alors que Pea3, en régulant I’expression de ces geénes, puisse moduler
I’activité¢ des complexes Hdacl-E2f4 et donc I’expression de genes spécifiques de la
régulation du cycle cellulaire. Pour le moment aucune corrélation n’a pas pu étre
renseignée dans littérature concernant une relation entre Pea3 et les génes hdacl, E2f4 ou
nfkb2. Ainsi ces genes pourraient constituer de nouveaux geénes cibles de Pea3 pour

réguler la prolifération des cellules cancéreuses mammaires.

Nous sommes conscient que l’analyse bio-informatique n’est qu’informative et
qu’elle n’a de valeur que si les hypothéses qu’elle permet d’établir peuvent étre éprouvées
expérimentalement. Cependant, elle nous permet d’orienter notre recherche pour 1’étude
des mécanismes moléculaires régulés par Pea3 et que nous n’aurions pas €t€¢ en mesure de
décrypter par une analyse manuelle des génes régulés par Pea3 dans les modeles cellules

TAC et MMT.

L’ensemble des données récoltées par 1’analyse manuelle et 1’analyse bio-
informatique permettent d’établir de nouvelles hypothéses en nous orientant vers de
nouveaux genes régulés par Pea3. Ces hypothéses devraient nous permettre de mieux
comprendre le role de Pea3 lors des événements de morphogenése et de tumorigenése
mammaires. La suite de cette étude consistera alors a éprouver ces hypotheses. L’étude du
gene cycline d2 fait exemple de stratégie et de méthodes utilisées pour caractériser les
geénes cibles de Pea3 ainsi que leur niveau d’implication dans les effets induits par Pea3
dans nos modgeles cellulaires de morphogenése et de tumorigenése mammaires, les cellules

TAC et MMT.

IV. Le geéne cycline d2, un nouveau géne cible de Pea3

Précédemment a mon arrivée au laboratoire, le géne cycline d2 avait été décrit
comme étant régulé suite a la surexpression du facteur Erm dans les cellules TAC. Cette

observation a depuis été complétée dans les cellules MMT suite a la répression de Erm
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(Firlej, Ladam et al., 2008) suggérant que le géne cycline d2 puisse étre un nouveau geéne
cible de Erm et plus généralement des membres du groupe PEA3, dans les cellules TAC et
MMT. Au début de ma thése, nous avons testé cette hypothése en nous focalisant sur le
facteur de transcription Pea3 pour lequel nous possédons le plus d’outils. Ainsi, I’étude de
la régulation de I’expression du geéne cycline d2 par le facteur de transcription Pea3 a été
initiée. Nous avons alors pu montrer que le géne cycline D2 est un géne cible direct de
Pea3 dans les cellules TAC puisque Pea3 induit une augmentation de 1’expression au
niveau transcriptionnel comme protéique des deux isoformes cycline d2 et cycline d2 trc
codées par ce gene, cela en se fixant directement au niveau de la région promotrice et en

régulant ainsi le processus de transcription.

Afin d’affiner les mécanismes impliquant Pea3 pour la régulation de 1I’expression
du géne cycline d2, ’analyse de son promoteur a été entreprise. Cette analyse a permis de
localiser la région de chromatine située entre -343 et -288pb par rapport au codon
d’initiation de la traduction comme étant la région de chromatine permettant le recrutement
de Pea3 et la régulation de I’activité du promoteur dans notre modele d’étude TAC. Au
sein de cette région nous avons aussi identifié¢ trois séquences consensus de fixation des
facteurs de transcription de la famille ETS 5° GGAA/T 3’. La comparaison de ces
séquences entre la souris, le rat et ’homme montre qu’elles sont trés conservées entre ces
trois especes, ce qui est en faveur de leur importance potentielle pour I’activité du
promoteur. Nous avons donc entrepris de les étudier en y introduisant des mutations
ponctuelles. Ainsi la mutation de ces séquences montrent qu’elles sont importantes pour
I’activité du promoteur et sa transactivation par Pea3. Cependant nous ne pouvons pas
affirmer qu’elles permettent le recrutement de Pea3 au niveau de la séquence promotrice.
Afin de répondre a cette question nous pourrons tester 1’affinité de Pea3 pour cette région
de chromatine par une technique de retard sur gel, en utilisant des oligonucléotides
contenant ou non des mutations des sites EBS identifiés. Diverses régions du promoteur
sont documentées dans la littérature pour contrdler I’expression du géne cycline d2 dans
différents contextes. Parmi les mécanismes impliqués, la régulation de ’activité de ce
promoteur par le facteur de transcription Myc est la mieux décrite. Myc en complexe avec
les cofacteurs interagit avec les promoteurs humain et murin au niveau d’une région située
865 paires de bases en amont du codon d’initiation de la traduction (Bouchard et al., 1999).
Dans notre modéle cellulaire d’étude, les cellules TAC, cette région promotrice ne semble

pas importante pour son activité ni pour sa transactivation par le facteur Pea3. La région de
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promoteur que nous avons mise en évidence a été décrite pour recruter les facteurs de
transcription TCF4 et CREB en collaboration avec la protéine f-caténine précisant ainsi le
lien entre la régulation du geéne cycline d2 et la voie Wnt/f—Caténine déja documenté dans
d’autres études (Cole et al., 2010; Huang et al., 2007). Le facteur de transcription Pea3 a
déja été décrit pour interagir avec la voie de signalisation Wnt/ $-Caténine, notamment
pour la régulation de I’expression des genes ostéopontine et matrilysine, deux geénes
impliqués dans ’agressivité des cellules cancéreuses (Crawford et al., 2001; El-Tanani et
al., 2004). Pea3 pourrait alors interagir avec cette voie de signalisation pour réguler la
transcription du géne cycline d2 dans les cellules TAC. Nous avons testé cette hypothese
par des tests d’activité rapportrice luciférase sans pour 1’instant pouvoir montrer de relation

entre la régulation par Pea3 et la voie Wnt/p-Caténine.

Dans un deuxiéme temps, nous avons entrepris 1’analyse de 1’expression des
transcrits pea3, cycline d2 et cycline d2 trc lors des différents stades de développement de
la glande mammaire. Nous avons ainsi pu observer que les trois transcrits sont exprimés
aux mémes stades de développement a savoir majoritairement pendant la puberté et la
gestation. Ce résultat constitue la premiere description de 1I’expression de I’ARN messager
cycline d2 trc lors des étapes de développement de la glande mammaire. Les résultats
concernant I’expression de I’ARN messager cycline d2 sont en accord avec les données de
Kong et collaborateurs indiquant une expression de I’isoforme Cycline D2 exclusivement
pendant les étapes de puberté et de gestation (Kong et al., 2002). En désaccord avec cette
¢tude, nous avons montré que I’ARN messager cycline d2 est aussi exprimé
spécifiquement pendant I’étape d’involution de la glande mammaire, contrairement aux
transcrits pea3 et cycline d2 trc. Cette différence pourrait s’expliquer par une différence de
sensibilité des différentes techniques employées dans notre étude et celle de Kong. En effet
Kong et collaborateur ont analysé¢ 1’expression de la protéine Cycline D2 et n’ont pas
observé de marquage spécifique lors de 1’étape d’involution. Notre technique de PCR est
probablement plus sensible en permettant de détecter des niveaux d’ARN messagers méme

en tres faible quantité.

Ces résultats sont pourtant a analyser avec prudence puisque par cette technique
nous ne pouvons pas affirmer que les transcrits analysés sont présents dans les mémes
cellules au sein de la glande mammaire en formation. Cependant, au vu des données

obtenues dans les cellules TAC, nous émettons 1’hypothése que le méme mécanisme de
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régulation de I’expression du geéne cycline d2 par Pea3 puisse avoir lieu lors des étapes de
formation de la glande mammaire. Concernant I’expression spécifique de I’ARN messager
cycline d2 observée pendant le stade d’involution, elle doit étre la conséquence de
mécanismes de régulation de I’expression du geéne cycline d2 indépendant du facteur de

transcription Pea3.

Ce travail nous a permis de comprendre la relation de régulation d’expression entre
Pea3 et le geéne cycline d2 dans les cellules épithéliales mammaires TAC. L’étape suivante
de notre étude a donc été de savoir si les deux protéines codées par le gene cycline d2 et
régulées par Pea3, les Cycline D2 et Cycline D2 Trc, pouvaient étre impliquées dans les

effets induits par Pea3 dans ces cellules.

V. Quelles fonctions pour les isoformes Cycline D2 et Cycline
D2 Trc dans les effets induits par Pea3 ?

Compte tenu du fait que Pea3 confére la capacité aux cellules TAC de faire de la
morphogenése lorsque ces cellules sont placées dans une matrice de collagéne, nous avons
analysé I’effet d’'une modulation de I’expression de 1'une ou ’autre des deux isoformes
Cycline D2 sur cette propriét¢ morphogénétique. Pour cela nous avons envisagé deux

approches complémentaires.

La premicre est basée sur la surexpression des Cycline D2 ou Cycline D2 Trc dans
les cellules TAC. De cette facon nous avons pu montrer un effet opposé de ces deux
isoformes puisque la Cycline D2 Trc confére la capacité aux cellules de faire de la
morphogenéese de fagon spontanée comme le fait Pea3, alors que la Cycline D2 n’induit
pas un tel effet et semble méme inhiber la morphogenese induite par le facteur de
croissance HGF que nous utilisons comme témoin positif d’induction de morphogenése
pour les cellules TAC. Ce résultat nous renseigne sur un role potentiellement opposé des
deux isoformes Cycline D2 et Cycline D2 Trc pour le contréle des propriétés
morphogénétiques des cellules TAC. La Cycline D2 Trc jouant un role similaire a Pea3 et
la Cycline D2 jouant un rdle oppos¢ a Pea3 dans le contexte de la morphogenése
mammaire. L’effet de la surexpression de la Cycline D2 peut paraitre surprenant puisque
Pea3 induit a la fois des capacités de morphogénése spontanée dans les cellules et
I’augmentation de 1’expression de cette isoforme. Il se peut alors que la régulation de

I’expression de la Cycline D2 Trc par Pea3 dans les cellules TAC permette a Pea3
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d’induire des propriétés morphogénétiques alors que la surexpression de la Cycline D2
contrdle les effets de Pea3 sur les propriétés morphogénétiques des cellules TAC selon un
mécanisme de régulation négative. Nous avancerons quelques hypothéses quant au réle de

la Cycline D2 dans ce contexte au cours de la discussion.

La deuxieme approche a consisté a inhiber I’expression de 1'une ou l’autre des
isoformes dans un contexte de surexpression de Pea3 dans les cellules TAC (TAC Pea3-8).
En faisant cela nous espérions apprécier la fonction des cycline D2 et Cycline D2 Trc lors
de la morphogenése induite par le facteur de transcription Pea3. Malheureusement il
semble que la transfection des siRNA dans les cellules TAC Pea3-8 est délétere lorsque les
cellules sont placées dans la matrice de collagéne, empéchant ainsi toute interprétation.
Pour essayer de palier a ce probléme, afin de pouvoir répondre a cette question importante,
nous faisons actuellement varier les conditions expérimentales par exemple en changeant
I’agent de transfection par une molécule moins toxique. Nous envisageons aussi
I’utilisation d’un vecteur rétroviral qui nous permettrait d’obtenir des cellules exprimant de
facon stable et constitutive des séquences shRNA, ce qui affranchirait de 1’utilisation d’un

agent de transfection.

En parallele des tests de morphogénese en matrice de collagéne, connaissant le role
des Cycline D dans le controle de la prolifération des cellules, nous avons analysé 1’effet
de la surexpression de Pea3 sur le potentiel prolifératif des cellules TAC. Ainsi les cellules
surexprimant Pea3 (TAC Pea3-8 et TAC PLPCX Pea3-V5) proliférent moins rapidement
que les cellules témoins (TAC pc-7 ou TAC PLPCX). Les Cycline D2 et Cycline D2 Trc
ont été décrites pour moduler le potentiel réplicatif de différents types cellulaires. Par
exemple, la surexpression de la Cycline D2 dans les cardiomyocytes augmente leurs
propriétés de prolifération alors que I’expression de 1’isoforme Cycline D2 Trc bloque cet
effet (Sun et al., 2009). De plus, dans les cellules NIH3T3, I’expression de la Cycline D2
est augmentée lorsque les cellules sont privées en sérum ou lorsqu’elles stoppent leur
croissance par inhibition de contact et la surexpression de la Cycline D2 dans ces cellules
entraine un blocage en phase S du cycle cellulaire (Meyyappan et al., 1998). Afin de
déterminer si les Cycline D2 et Cycline D2 Trc peuvent intervenir dans la répression de la
prolifération des cellules TAC observée suite a la surexpression de Pea3, nous avons utilisé
des séquences siRNA spécifiques de 1'une ou l’autre des deux isoformes. Ainsi,

I’inhibition de I’isoforme Cycline D2 entraine une diminution de la capacité proliférative
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des cellules TAC Pea3-8 indiquant son role dans ce phénoméne. Pour savoir si cet effet
était dépendant de la surexpression de Pea3, nous avons réalisé la méme expérience dans
les cellules TAC pc-7 et montré le méme effet que dans les cellules TAC Pea3-8. Ceci
indique donc que I’augmentation de 1’expression de la Cycline D2 par Pea3 ne permet pas
d’expliquer la diminution de prolifération observée pour les cellules TAC Pea3-8 versus
les cellules témoins TAC pc-7. Concernant 1’isoforme tronquée, méme si nous n’avons pas
observé de variation des capacités de prolifération des cellules TAC Pea3-8 ou TAC pc-7,
nous ne pouvons pas affirmer qu’elle n’intervienne pas dans ce phénomeéne puisque nous
sommes a I’heure actuelle incapable de valider la répression au niveau protéique de la
Cycline D2 Trc suite a la transfection des siRNA correspondants, faute d’anticorps

fonctionnel entre nos mains.

A la recherche de la fonction des Cycline D2 et Cycline D2Trc, nous avons observé
que ’utilisation d’un siRNA ciblant la Cycline D2 changeait la morphologie des cellules et
que ce changement était plus spécifique des modeles TAC surexprimant Pea3. En effet,
I’inhibition de la Cycline D2 dans les cellules TAC Pea3-8 ou TAC PLPCX Pea3-V5
donne aux cellules une forme plus étirée rappelant celle de cellules fibroblastiques, effet
déja initi¢ lors de la surexpression de Pea3 dans ces mémes cellules. Au contraire,
I’inhibition de la Cycline D2 Trc ne semble pas modifier I’effet de la surexpression de
Pea3 sur la morphologie des cellules TAC. Pour essayer de comprendre ce phénoméne et
le caractériser au niveau moléculaire, nous nous sommes appuyés sur quelques données de
la littérature indiquant que le passage d’un aspect épithélial vers un aspect fibroblastique
est acquis lors du phénomeéne de transition épithélio-mésenchymateuse (TEM). Cette
transition est caractérisée par la perte de I’expression de marqueurs épithéliaux comme la
E-Cadherine et I’expression de marqueurs de cellules du mésenchyme comme les facteurs
de transcription Twistl, Snaill ou encore Vimentine (Lindley et al., 2010). Elle est aussi
caractérisée par des modulations de la progression du cycle cellulaire notamment suite a
I’induction de I’expression du geéne cdkn2b dans les cellules épithéliales mammaires
(Sandhu et al., 2010). Nous avons alors émis 1’hypothése que la répression des Cycline D2

puisse moduler cet événement.

Pour tester notre hypothése nous avons entrepris d’analyser 1’expression d’un
certain nombre de ces marqueurs moléculaires. Une premiere analyse dans les cellules

TAC pc-7 versus TAC pea3-8 indique que la surexpression de Pea3 n’induit pas
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d’expression des génes twistl, hgf et criptol mais permet I’augmentation du géne mmp13
et une diminution de 1’expression du géne cdkn2b. Lorsque nous inhibons la Cycline D2
Trc dans les cellules TAC Pea3-8 nous n’observons pas de modulation de I’expression de
ces geénes sauf pour le géne mmp13, ce qui peut étre corrélé au fait que la répression de la
Cycline D2 Trc dans les cellules TAC surexprimant Pea3 ne présentent pas de
modification de leur morphologie. Au contraire, I’inhibition de la Cycline D2 permet
I’expression des génes Afg et criptol et une augmentation de celle du géne cdkn2b. Méme
si cela demande a étre complété, la modulation de I’expression de ces trois marqueurs nous
indique que Pea3 ne serait pas suffisant pour induire une TEM et que I’inhibition de la
Cycline D2 permettrait cette transition. Afin de déterminer si I’effet de la Cycline D2 est
dépendant de la présence de Pea3 nous réalisons la méme expérience dans des cellules
TAC pc-7. Nous complétons aussi I’étude des mécanismes moléculaires associés a la TEM
suite a I’inhibition de I’expression de la Cycline D2 en analysant I’expression des protéines
Vimentine et E-Cadhérine. En effet, pendant le phénoméne de transition épithélio-
mésenchymateuse on observe une perte progressive de 1’expression de la E-Cadherine
ainsi qu’une augmentation de I’expression de la protéine Vimentine. La modulation de
I’expression de ces deux protéines rend alors les cellules plus mobiles, ce qui est une
caractéristique des cellules ayant subit une TEM. Ainsi, nous testons actuellement les
capacités migratoires des cellules TAC suite a la surexpression de Pea3 et suite a la

répression ou non de I’expression de la Cycline D2.

Pea3 augmente donc I’expression de la Cycline D2 dans les cellules TAC et la
répression de I’expression de la Cycline D2 pourrait induire une TEM. Nous pouvons alors
penser que la surexpression de la Cycline D2 serve de frein pour contrdler précisément le
temps d’induction de la TEM lors du phénomene de morphogenése par exemple. En effet,
il a ét¢ montré que la TEM est un phénomeéne trés coordonné, subi par un petit groupe de
cellules qui décident d’envahir le stroma pour former de nouveaux tubes épithéliaux
(Leroy and Mostov, 2007). De plus il s’agit d’un phénomene transitoire et réversible trés
bien contrélé (Thiery, 2002). Il doit alors pouvoir exister des mécanismes de régulation
négative de I’expression ou de la fonction de la Cycline D2 permettant une TEM a un
moment bien précis et permettant alors le processus de morphogenése mammaire. En
considérant cette hypothése nous pouvons alors mieux comprendre pourquoi les cellules
TAC surexprimant de fagon stable et constitutive la Cycline D2 n’ont pas la capacité de

faire de la morphogenese lorsqu’elles sont placées dans une matrice de collagene. En effet,
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I’expression forcée de la Cycline D2 dans ces cellules doit pouvoir empécher les cellules

de subir une TEM lorsqu’elles en ont le besoin pour former les tubes épithéliaux.

Une corrélation inverse entre 1’expression de la Cycline D2 et le phénomene de
transition épithélio-mésenchymateuse a déja pu étre documentée dans la littérature. En
effet la Cycline D2 posséde un profil d’expression parfaitement opposé a celui de la
protéine Snail lors du développement du systéme nerveux. Dans cette étude les auteurs
décrivent aussi que Snail induit une TEM dans les cellules MDCK et qu’il réprime
I’activité du promoteur du geéne cycline d2 (Vega et al., 2004). De plus, une autre étude
indique que I’induction d’une TEM par la stimulation des cellules NMuMG avec du TGF
Béta diminue I’expression de I’ARN messager cycline d2 (Xie et al., 2003). Ainsi la
répression de I’expression de la Cycline D2, que nous simulons a I’aide de nos siRNA dans
les cellules TAC et TAC surexprimant Pea3, et qui nous oriente vers un phénomene de
transition épithélio-mésenchymateuse, semble pouvoir étre observée lors de I’induction

d’un tel phénomene dans divers modeles de cellules épithéliales.

La TEM est importante pour la formation des organes comme la glande mammaire
mais elle est aussi importante pour la cancérogencse et notamment [’acquisition de
propriétés invasives et métastatiques (Thiery, 2002). Par conséquent, si la répression de la
Cycline D2 est associée a la TEM, alors son expression doit pouvoir étre réprimée dans les
tumeurs et en ce qui nous concerne dans les tumeurs du sein. En accord avec cette idée, la
répression de ’expression de la Cycline D2 au niveau transcriptionnel dans les tumeurs et
lignées cancéreuses mammaires est un phénoméne décrit (Evron et al, 2001) que nous
avons pu confirmer ici dans notre étude en controlant 1’expression de ’ARN messager
cycline d2 dans des échantillons de tumeurs mammaires humaines. De plus, ’analyse de
I’expression de I’ARN messager cycline d2 dans les tumeurs issues de 1’injection des
cellules TAC Pea3-8 dans la glande mammaire de souris immunodéprimées indique une
perte systématique de 1’expression de I’ARN messager. Cette perte d’expression est
observée sans qu’il y ait néanmoins modulation de I’expression de I’ARN messager Pea3.
Pourtant, in vitro, les cellules TAC Pea3-8 surexpriment la Cycline D2 par une action
directe de Pea3 sur le promoteur de ce géne. Cela montre qu’in vivo lorsque les cellules
possedent la possibilité de former des tumeurs, elles perdent en méme temps 1’expression
de la Cycline D2. Ce dernier résultat est en accord avec un role suppresseur de la TEM

pour la Cycline D2 et donc potentiellement un réle d’inhibition de la tumorigenése, role
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qui serait alors indépendant de celui de Pea3 lors d’un état tumoral avéré. Afin d’éprouver
cette hypothése, nous testerons 1’effet de la surexpression de la Cycline D2 sur le potentiel
tumorigene des cellules MMT auquel participe le facteur de transcription Pea3 et dans
lesquelles nous ne détectons pas de Cycline D2 au niveau protéique (données non

montrées).

Alors, si notre hypothese se valide, la surexpression seule de Pea3 dans les cellules
TAC ne serait pas suffisante pour induire la formation de tumeurs mais nécessiterait la
répression de 1’expression de la Cycline D2 pour induire un phénomene de TEM, méme si

ce dernier reste a caractériser plus finement.

Nos données concernent essentiellement I’étude de 1’isoforme Cycline D2 et nous
ne sommes pas en mesure a I’heure actuelle de préciser le role de I’isoforme Cycline D2
Tre lors des événements induits par le facteur de transcription Pea3 dans les cellules TAC.
Comme nous I’avons déja discuté, sa surexpression dans les cellules TAC leur confere la
capacité de faire de la morphogenése de fagon spontanée dans une matrice de collagéne,
tout comme le fait le Pea3. Cette protéine semble donc intéressante pour comprendre
comment Pea3 intervient dans le processus de morphogenése mammaire. De plus,
I’analyse de son expression au niveau transcriptionnel dans les échantillons de tumeurs
humaines indique une régulation opposée a celle observée pour I’ARN messager cycline d2
puisque dans la majorit¢ des tumeurs que nous avons analysées on observe une
surexpression du transcrit cycline d2 trc par rapport a celle observée dans les cellules
témoins HMEC. Ce résultat semble alors indiquer un rdle pro-tumorigeéne dans ce contexte,
rejoignant alors celui décrit pour Pea3 (Baker ef al., 2010; Bieche et al., 2004; Shepherd et
al., 2001). Cependant 1’analyse de son expression dans les tumeurs issues de 1’injection des
cellules TAC Pea3-8 montre que son expression est réprimée tout comme 1’est celle de
I’ARN messager cycline d2, sachant que nous sommes ici dans un autre contexte tumoral,
a savoir des tumeurs induites par I’injection de cellules ‘transformées’. Ce résultat indique
toute la complexité de 1I’étude de cette isoforme codée par le géne cycline d2. L’étude de la
protéine Cycline D2 Trc devra étre complétée pour savoir si elle est impliquée ou non dans
les phénotypes induits par le facteur de transcription Pea3. En effet pour I’instant nous ne
possédons pas les outils nécessaires a une étude compléte du rdle de cette protéine. Nous
devrons valider un anticorps fonctionnel permettant d’analyse son expression au niveau

protéique et valider de cette facon 1’augmentation de son expression suite a la
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surexpression de Pea3 dans les cellules TAC mais aussi suite a I’inhibition de 1’expression

de la Cycline D2 Trc.

VI. Pea3 études phénotypiques, transcriptomiques et relation
avec le géne cycline d2, vision globale des résultats

Le travail réalis¢ sur le géne cycline d2 rejoint les données obtenues avec les
analyses transcriptomiques a grande échelle indiquant la présence de nombreux genes
impliqués dans la TEM et notamment pour le contrdle de la voie TGF Béta. En effet, nous
avons déja montré que la répression de la Cycline D2 dans les cellules TAC Pea3-8
entrainait une augmentation de 1’expression des génes cdkn2b et mmp13, deux geénes cibles
de la voie du TGF Béta (Sandhu et al., 1997; Tardif et al., 2001). Nous pourrons nous
baser sur les données des analyses transcriptomiques afin d’apprécier 1’effet de Pea3 en
combinaison avec la Cycline D2 sur I’activité de cette voie du TGF Béta et le phénoméne
de transition épithélio-mésenchymateuse. Ainsi, les analyses transcriptomiques couplées a
I’¢tude du gene cycline d2 ouvrent de nouvelles voies de recherche pour la compréhension
du role du facteur de transcription Pea3 lors des événements de morphogenése et de

tumorigenése mammaires.

L’idée que Pea3 puisse réguler la TEM de fagon concertée avec le gene cycline d2
est aussi en accord avec les données phénotypiques observées dans les cellules TAC et
MMT mais aussi les données disponibles dans la littérature. En effet, de nombreuses
¢tudes indiquent que ce facteur de transcription est important pour 1’établissement d’un
phénoméne migratoire et métastatique (Hakuma et al., 2005; Hiroumi et al., 2001; Kaya et
al., 1996). Cet effet d’induction du potentiel métastatique a ét¢ montré par Kaya et
collaborateurs dans les cellules mammaires cancéreuses MCF-7, cellules qui n’expriment
pas de Cycline D2 (Evron et al., 2001; Kaya et al., 1996). 11 est donc tout a fait possible
que Pea3 puisse induire une TEM dans les tumeurs ce qui les rendrait métastatiques et que
cet effet nécessite la répression de I’expression de la Cycline D2. Concernant le
développement de la glande mammaire, I’expression de Pea3 est observée dans les cellules
non différenciées progénitrices des cellules luminales épithéliales ou il contrdlerait leur
différenciation (Kurpios et al., 2009). Or, il a été décrit que ces cellules subissant une TEM
adoptent des caractéristiques de cellules non différenciées de type cellules souches (Mani

et al., 2008; Morel et al., 2008). Ainsi, Pea3 pourrait réguler le comportement de ces
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cellules progénitrices en modulant I’expression du géne cycline d2 et/ou ’activité de la
voie du TGF Béta en modulant I’expression des genes décrits dans [’analyse

transcriptomique.

VII. Conclusion et perspectives

Précédemment a mon travail de these, I’implication de Pea3 dans les événements de
migration et d’invasion cellulaires avait pu étre montrée dans les cellules épithéliales
mammaires TAC. Au cours de ma these, nous avons pu confirmer cet effet dans un modele
cellulaire de tumorigenése mammaire, les cellules MMT, et montré dans les TAC et MMT
que Pea3 participe a 1’acquisition de propriétés tumorigéniques in vivo. Afin d’expliquer
ces phénomenes, nous avons analysé les mécanismes moléculaires régulés par Pea3 dans
nos modeles cellulaires grace a des analyses transcriptomiques a grande échelle et
I’analyse d’un nouveau geéne cible de Pea3, le géne cycline d2. De cette fagon, nous avons
effectivement pu montrer que Pea3 régule 1’expression de nombreux geénes décrits pour
réguler les événements de migration, d’invasion et de prolifération cellulaires, ce qui
permet d’amorcer la description des mécanismes moléculaires régulés par Pea3 lui
permettant d’induire ces effets dans les cellules épithéliales mammaires normales et
cancéreuses. De plus, les études transcriptomiques, tout comme 1’étude du géne cycline d2,
nous ont permis de faire le lien entre Pea3 et le phénomeéne de transition épithélio-
mésenchymateuse. La suite de notre travail consiste actuellement a explorer plus
précisément la relation entre Pea3, Cycline D2 et transition épithélio-mésenchymateuse.
Pour cela nous testerons les hypothéses apportées par les analyses transcriptomiques,
notamment [’étude des réseaux moléculaires qui a permis de remarquer que la
surexpression de Pea3 permet la modulation de I’expression de divers génes participant a
la régulation de l’activité de la voie de signalisation du TGF Béta. L’ensemble de ces
travaux devra permettre de mieux comprendre comment Pea3 est impliqué dans les
événements de la morphogénése et de la tumorigenése mammaires. De plus, cela permettra
de définir de nouveaux geénes impliqués dans le contrdle de ces événements, génes dont

I’interaction avec le facteur Pea3 sera étudiée plus finement par la suite.

Au terme de ce travail exploratoire, nous essayerons de définir, parmi les molécules
caractérisées comme cibles de Pea3 et actrices de la tumorigenese, celles qui pourraient

étre utilisables en thérapeutique.
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