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ActD : Actinomycine D 
ADN : Acide DŽsoxyriboNuclŽique 
ADNc : Acide dŽsoxycribonuclŽique complŽmentaire 
ARN : Acide RiboNuclŽique 
ARNm : ARN messager 
ARNr  : ARN ribosomique 
ARNt : ARN de transfert 
BMP4 : Bone Morphogenetic Protein 4 
ChIP : Chromatin immunoprecipitation 
ChIP-Seq : ChIP sequencing 
DOX : Doxycycline 
DMSO : DiMethylSulfOxide 
EKLF  : Erythroid Kruppel Like Factor 
EPO : ƒrythropo•Žtine 
EPOR : EPO-Receptor 
ETS : E-Twenty-Six 
FACS : Fluorescence Activated Cell Sorting 
FLI -1 : F-MuLV Integration site 1 
F-MuLV  : Friend Murine Leukemia Virus 
5 FU : 5 fluorouracile 
HSP70 : Heat Shock Protein 70 
IFIT -1 : Interferon-induced protein with tetratricopeptide repeats 1 
IMDM  : IscoveÕs Modified DulbeccoÕs Medium 
IRES : Internal Ribosome Entry Site 
MACS : Model-based Analysis of ChIP-Seq 
MDM -2 : Mouse Double Minute 2 
MEME  : Multiple EM for Motif Elicitation 
M-MLV  : Moloney-Murine Leukemia Virus 
OAS-1 : 2Õ,5Õ-OligoAdenylate SynthŽtase 1 
PBS : Phosphate-Buffered Saline 
PCR : Polymerase Chain Reaction 
qPCR : quantitative PCR 
RB : RetinoBlastoma 
RPL : ProtŽine Ribosomique de la grande sous-unitŽ 
rpm : rotation per minute 
RPS : ProtŽine ribosomique de la petite sous-unitŽ 
RT-qPCR : Retro-Transcrition quantitative PCR 
SDS-PAGE : Sodium DodecylSulfate PolyAcrylamide Gel Electrophoresis 
SFFV : Spleen Focus Forming Virus 
shARN : Small hairpin ARN 
siARN : Small interfering ARN 
SPI-1 : SFFV Proviral Integration site 1 
SCF : Stem Cell Factor 
SVF : SŽrum de Veau Foetal  
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PRƒAMBULE  
 

Les facteurs de transcription jouent un r™le important dans le contr™le de la 

prolifŽration, de la survie et de la diffŽrenciation des cellules normales et leur dŽrŽgulation est 

frŽquemment ̂ lÕorigine de nombreux cancers comme les leucŽmies. En dehors de quelques 

facteurs de transcription ubiquistes majeurs, tels que p53 ou c-Myc, la nature des facteurs de 

transcription touchŽs par ces dŽrŽgulations oncogŽniques est le plus souvent spŽcifique de 

chaque type de cancer. Identifier les raisons dÕune telle spŽcificitŽ reprŽsente un enjeu 

important non seulement pour comprendre le dŽveloppement tissulaire normal mais 

Žgalement pour dŽfinir des stratŽgies thŽrapeutiques mieux adaptŽes ˆ chaque type de cancers. 

Ainsi, les ŽrythroleucŽmies de Friend induites par le virus de Friend sont associŽes quasi-

systŽmatiquement ˆ la surexpression de g•nes codant les facteurs de transcription FLI-1 et 

SPI-1/PU.1 appartenant tous deux ˆ la famille des facteurs ETS. DÕautre part, notre Žquipe a 

montrŽ que SPI-1/PU.1 est un activateur transcriptionnel du g•ne fli -1. Le principal intŽr•t de 

lÕŽquipe est de comprendre pourquoi et comment la transformation du lignage Žrythrocytaire 

est associŽe de mani•re quasi-incontournable ˆ la dŽrŽgulation de lÕun ou lÕautre de ces 

facteurs. 

Dans cette perspective, mon travail de th•se, qui fait lÕobjet de ce mŽmoire, repose sur 

lÕhypoth•se que SPI-1 et FLI-1 pouvait agir par des mŽcanismes communs voire par la 

dŽrŽgulation de g•nes cibles communs. Pour tester cette hypoth•se, je me suis focalisŽ dans 

un premier temps sur la caractŽrisation des contributions additives de ces deux facteurs puis 

sur la recherche de g•nes cibles communs. 

Afin de discuter mes rŽsultats et de les replacer dans les connaissances actuelles, la 

premi•re partie de ce mŽmoire sera consacrŽe ˆ une introduction bibliographique qui 

sÕarticulera autour de quatre parties. La premi•re partie prŽsentera lÕŽrythropo••se de mani•re 
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gŽnŽrale. Ensuite, la seconde partie dŽtaillera les mŽcanismes impliquŽs dans les 

ŽrythroleucŽmies de Friend. Puis la troisi•me partie dressera un bilan des contributions dŽjˆ 

connues des facteurs de transcription FLI-1 et SPI-1/PU.1 dans les ŽrythroleucŽmies de 

Friend. Comme nous le verrons dans ma partie rŽsultats, nous avons identifiŽ des g•nes cibles 

de FLI-1 et de SPI-1 impliquŽs dans la biogen•se des ribosomes. Il mÕa donc paru important 

de consacrer la derni•re partie de mon introduction ˆ cette biogen•se dans les conditions 

physiologiques et pathologiques. 

A la suite de cette introduction, mes rŽsultats seront prŽsentŽs et discutŽs en tentant de 

faire le lien avec les connaissances actuelles. 
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INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE  
!

 

I - LÕƒRYTHROPOìéSE 
!

 

LÕŽrythropo••se dŽsigne le processus par lequel les globules rouges sont produits ˆ 

partir de progŽniteurs Žrythrocytaires. Ce processus assure la production de 2.1011 globules 

rouges par jour chez lÕHomme. Le globule rouge mature, dont la durŽe de vie est de 120 jours, 

assure le transport de lÕoxyg•ne des poumons vers les diffŽrents organes et celui du dioxyde 

de carbone dans le sens inverse. 

 

A) Les diffŽrentes Žtapes de lÕŽrythropo••se 

 

1- De la cellule souche hŽmatopo•Žtique aux progŽniteurs engagŽs 

 

LÕŽrythropo••se est une sous-partie dÕun processus plus large appelŽ hŽmatopo••se. Ce 

processus assure la production de lÕensemble des cellules sanguines matures ˆ partir dÕune 

cellule souche hŽmatopo•Žtique (CSH). Le mod•le dit classique couramment admis et 

prŽsentŽ sur la figure 1 fait Žtat dÕune sŽparation totale entre lymphopo••se et myŽlopo••se d•s 

le stade suivant la CSH. 

Selon ce mod•le, la CSH gŽn•re deux types de progŽniteurs multipotents, le CLP 

(Common Lymphoid Progenitor) et le CMP (Common Myeloid Progenitor). Le CLP se 

diffŽrencie ˆ son tour pour donner naissance aux progŽniteurs monopotents assurant la 

production soit des lymphocytes T, soit des lymphocytes B, soit des cellules NK. Le CMP, 

quant ˆ lui, donne naissance ˆ deux types de progŽniteurs bipotents, le GMP (Granulocytes 
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Macrophages Progenitor) et le MEP (Megacaryocytes Erythrocytes Progenitor). Le 

progŽniteur GMP gŽn•re soit la lignŽe monocytaire-macrophagique soit la lignŽe 

granulocytaire (neutrophiles, Žosinophiles, mastocytes...) alors que le progŽniteur MEP 

produit soit la lignŽe mŽgacaryocytaire soit la lignŽe Žrythrocytaire.  

 NŽanmoins, ce mod•le classique mis en Žvidence par des essais de colonies est remis 

en question par des Žtudes rŽcentes recensŽes dans plusieurs revues (Brown and Ceredig, 

2009; Ceredig et al., 2009; Kawamoto et al., 2010). Les Žtudes listŽes dans ces revues 

montrent que lÕengagement vers tel ou tel lignage se fait de mani•re progressive ouvrant des 

voies alternatives ˆ celles proposŽes dans le mod•le classique. Par exemple, les travaux de J. 

Adolfsson et al. ont mis en Žvidence lÕexistence dÕune population cellulaire aux potentialitŽs 

myŽlo•des et lympho•des dŽrivŽes de la CSH mais qui ne gŽn•rent pas de MEP (Adolfsson et 

al., 2005). Ces Žtudes soulignent une certaine plasticitŽ du syst•me hŽmatopo•Žtique. 

 

1- Des progŽniteurs engagŽs aux globules rouges matures 

 

Les MEP peuvent gŽnŽrer des progŽniteurs monopotents, les BFU-E (Burst Forming Unit- 

Erythroid). Ces progŽniteurs vont subir des maturations successives pour former en sept jours 

des Žrythrocytes matures chez lÕHomme (Figure 2). Plus en dŽtail, les BFU-E vont former 

des progŽniteurs plus matures appelŽs CFU-E (Colony Forming Unit Ð Erythroid) qui 

gŽn•rent ˆ leur tour des proŽrythroblastes. Ces cellules sont fortement basophiles du fait de 

leur forte concentration en ARN. Ils expriment des marqueurs du lignage Žrythrocytaire tel 

que TER119. Les proŽrythroblastes subissent quatre mitoses successives et gŽn•rent des 

Žrythroblastes basophiles puis polychromatophiles. Les Žrythroblastes polychromatophiles 
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gŽn•rent ˆ leur tour des Žrythroblastes acidophiles puis les rŽticulocytes. A ce stade, le noyau 

est extrudŽ et phagocytŽ par les macrophages (Chasis and Mohandas, 2008). Une derni•re!
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Žtape de maturation donne naissance ˆ lÕŽrythrocyte mature qui migre dans la 

circulation sanguine. 

Cette diffŽrenciation sÕaccompagne dÕune diminution de la taille des cellules et de 

lÕapparition de micronuclŽoles signant une diminution de la biogen•se des ribosomes 

(Smetana, 1975). 

 

B) RŽgulation de lÕŽrythropo••se 

 

LÕengagement des progŽniteurs multipotents vers tel ou tel lignage ainsi que 

lÕamplification de ces progŽniteurs sont finement rŽgulŽs. Cette rŽgulation implique diffŽrents 

acteurs. Cette partie traitera des acteurs qui sont objectivement ou potentiellement dŽrŽgulŽs 

au cours de lÕŽrythroleucŽmie de Friend (cf. partie II). 

  

1- Importance des voies de signalisation induites par les couples ligand/rŽcepteur 

Epo/EpoR et Kit/SCF 

 

1-1 LÕŽrythropo•Žtine et son rŽcepteur 

 

LÕŽrythropo•Žtine ou Epo est une cytokine produite par le rein. Le rŽcepteur de cette 

cytokine, lÕEpoR, fait partie de la superfamille des rŽcepteurs de cytokines de type 1 

caractŽrisŽe par la prŽsence dÕun seul domaine transmembranaire (Constantinescu et al., 

1999). Il est exprimŽ majoritairement dans les cellules Žrythrocytaires et Žgalement ˆ faible 
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niveau dans quelques autres tissus non hŽmatopo•Žtiques comme le cerveau ou encore le 

cÏur.  

LÕinvalidation du g•ne codant lÕEpo ou lÕEpoR induit une lŽtalitŽ embryonnaire entre 

13 et 15 jours de gestation chez la souris. Cette lŽtalitŽ est associŽe ˆ une anŽmie indiquant un 

r™le du couple Epo-EpoR dans lÕŽrythropo••se. Les contributions de ce couple dans 

lÕŽrythropo••se ont ŽtŽ recensŽes dans plusieurs revues (Wojchowski, 2006 ; Merchionne, 

2009 ; Noguchi, 2008). Pour rŽsumer, le couple Epo-EpoR est surtout nŽcessaire pour la 

survie des progŽniteurs Žrythrocytaires. Des analyses complŽmentaires ont mis Žgalement en 

Žvidence un r™le de lÕEpo et de son rŽcepteur dans la prolifŽration ainsi que dans la 

diffŽrenciation terminale des Žrythroblastes. 

LÕinteraction de lÕEpo avec son rŽcepteur induit une homodimŽrisation de lÕEpoR et des 

modifications conformationnelles qui vont conduire ˆ lÕactivation de plusieurs voies de 

signalisation telles que la voie JAK/STAT, la voie des MAPK ou encore la voie PI3K/Akt. 

LÕactivation de ces voies contribue aux fonctions du couple Epo - EpoR dans lÕŽrythropo••se. 

 

1-2 Le couple Kit-SCF 

 

Kit est un rŽcepteur ˆ activitŽ tyrosine kinase de type III. Contrairement ˆ lÕEpoR, ce 

rŽcepteur est aussi bien exprimŽ dans les cellules hŽmatopo•Žtiques que dans certains tissus 

non hŽmatopo•Žtiques comme les cellules gliales ou encore les mŽlanocytes (Edling and 

Hallberg, 2007) (Matsuda et al., 1993). Dans le lignage hŽmatopo•Žtique, lÕexpression de Kit 

est spŽcifique du compartiment des progŽniteurs exceptŽ pour les mastocytes matures qui 

continuent de lÕexprimer. La signalisation induite par kit est dŽpendante du recrutement de 

son ligand, SCF (Stem Cell Factor). 
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Les souris portant des mutations au niveau de kit ou de son ligand souffrent dÕanŽmie 

indiquant un r™le du couple Kit-SCF dans lÕŽrythropo••se (Ashman, 1999). Les Žtudes 

caractŽrisant le r™le de Kit-SCF dans lÕŽrythropo••se ont ŽtŽ recensŽes dans la revue de V. 

Munugalavadla (Munugalavadla, 2005). Le recrutement de SCF sur son rŽcepteur induit une 

homodimŽrisation de Kit. Cette homodimŽrisation conduit ˆ lÕactivation de plusieurs de voies 

de signalisation telles que la voie des MAPK, la voie PI3K ou la voie des kinases Src. 

LÕactivation de ces voies contribue ˆ la prolifŽration et ˆ la survie des Žrythroblastes. Ainsi, 

par exemple, la lignŽe ŽrythroleucŽmique HB-60 prolif•re et survit en prŽsence dÕEpo et de 

SCF. En revanche, lÕabsence de SCF conduit ˆ la diffŽrenciation de cette lignŽe (Tamir et al., 

2000). De la m•me mani•re, la surexpression de c-Kit dans des Žrythroblastes primaires 

humains entraine Žgalement une prolifŽration plus importante et un retard de diffŽrenciation 

(Zeuner et al., 2010). Ces rŽsultats indiquent une contribution rŽpressive de Kit-SCF ̂  la 

diffŽrenciation Žrythrocytaire. 

             

1-3 CoopŽration des voies de signalisation Kit-SCF et Epo-EpoR sur 

la prolifŽration des progŽniteurs Žrythrocytaires (Figure3) 

 

Les contributions voisines des voies de signalisation induites par les couples Kit-SCF et 

Epo-EpoR sur la prolifŽration et la survie et leur coexpression dans le compartiment des 

progŽniteurs immatures sugg•rent une coopŽration entre ces deux voies. 

Le groupe de H. Lodish a mis en Žvidence une interaction physique entre Kit et EpoR 

(Wu et al., 1995). Afin de dŽterminer lÕeffet de cette interaction sur la prolifŽration des 

progŽniteurs Žrythrocytaires, M.O. Arcasoy et X. Jiang ont mis en culture des 

proŽrythrobastes humains en prŽsence dÕEpo et/ou de SCF. La prŽsence seule de lÕune ou 

lÕautre de ces cytokines nÕest pas suffisante pour assurer la prolifŽration des proŽrythroblastes. 
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En revanche, la prŽsence simultanŽe de SCF et dÕEpo permet cette amplification. Cette 

prolifŽration est associŽe ˆ une activation plus importante des diffŽrentes voies de 

signalisation induites par ces rŽcepteurs comparŽe ˆ celle obtenue avec lÕEpo ou le SCF seuls. 

Ces rŽsultats montrent donc que les voies de signalisation activŽes par les rŽcepteurs EpoR et 

Kit coop•rent dans la prolifŽration et la survie des progŽniteurs Žrythrocytaires (Arcasoy and 

Jiang, 2005). 
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Figure 3 : Fonctions des voies de signalisation induites par les couples Epo/EpoR et Kit/SCF  au 
cours de lÕŽrythropo••se 

DÕautres kinases importantes pour les fonctions de ces deux couples dans lÕŽrythropo••se sont 
mentionnŽes dans la revue de V. Munugalavadla (Munugalavadla et al., 2005). 
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1- Apoptose versus diffŽrenciation 

                                    

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!2-1  LÕactivation de la caspase-3 est nŽcessaire pour 

                                       lÕŽrythropo••se 

 

Les groupes de Wiedman et Peschle ont mis en Žvidence une activation des caspases au 

cours de lÕŽrythropo••se avant le stade Žrythroblastes basophiles (Carlile et al., 2009; De 

Maria et al., 1999a). Afin de dŽterminer la contribution des caspases ˆ  la diffŽrenciation 

Žrythrocytaire, Y. Zermati et al. ont inhibŽ leur activitŽ par un inhibiteur gŽnŽral, Z-Vad-fmk. 

La rŽpression de lÕactivitŽ de ces protŽines bloque la maturation de cellules Žrythro•des 

humaines au stade dÕŽrythroblaste basophile. Les m•mes observations ont ŽtŽ faites avec un 

inhibiteur plus spŽcifique de la caspase-3 (Zermati et al., 2001). LÕinhibition de la caspase-3 

par ARN interfŽrence conduit Žgalement ˆ un arr•t de maturation de ces m•mes progŽniteurs 

(Carlile et al., 2004). Ces rŽsultats montrent que lÕactivation de la caspase-3 est nŽcessaire 

pour la maturation des cellules Žrythrocytaires. 

Afin de dŽterminer si cette activation de la caspase-3 pouvait conduire ˆ lÕapoptose des 

cellules, les auteurs ont analysŽ par cytomŽtrie de flux la fluorescence apr•s marquage ˆ lÕ 

annexine V qui tŽmoigne de la prŽsence ˆ la surface membranaire de phosphatidyl sŽrine. 

Cette analyse nÕa pas mis en Žvidence de diffŽrence de fluorescence entre les cellules traitŽes 

et non traitŽes avec lÕinhibiteur de caspase Z-Vad-fmk (Carlile et al., 2004; Zermati et al., 

2001). La caspase 3 a donc des fonctions non apoptotiques importantes pour la diffŽrenciation 

Žrythrocytaire. 
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Le groupe de M. Wiedmann sÕest intŽressŽ aux mŽcanismes pouvant conduire ˆ 

lÕactivation de la caspase 3 nŽcessaire ˆ la diffŽrenciation Žrythrocytaire. Les auteurs se sont 

intŽressŽs au couple Fas-FasL qui est exprimŽ dans les Žrythroblastes. La rŽpression de Fas 

par siARN rŽduit de mani•re significative la diffŽrenciation dÕŽrythroblastes humains 

montrant une fonction non apoptotique de Fas. Cette rŽduction est corrŽlŽe ˆ la rŽduction de 

lÕactivitŽ de la caspase 3 dont la rŽpression conduit Žgalement ˆ la rŽduction de la 

diffŽrenciation de ces cellules. Ces rŽsultats sugg•rent que la caspase 3 est activŽe par la voie 

de signalisation induite par le couple Fas/FasL. NŽanmoins, la rŽpression de lÕactivitŽ de la 

caspase 9 en prŽsence de Fas rŽduit Žgalement la diffŽrenciation de ces cellules ainsi que 

lÕactivitŽ de la caspase 3. LÕactivation de la caspase 9 signe une dŽpolarisation des 

membranes mitochondriales. Ces donnŽes sugg•rent donc que lÕactivation de la caspase 3 

nŽcessaire ˆ la diffŽrenciation Žrythrocytaire pourrait Žgalement •tre induite par la 

mitochondrie. NŽanmoins, les mŽcanismes conduisant ˆ lÕactivation de cette voie 

mitochondriale ne sont pas connus (Carlile et al., 2009). 

 

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!! 2-2 Protection de GATA-1 par HSP70 
 

GATA-1 est un facteur de transcription de la famille GATA. Il joue un r™le primordial 

dans lÕŽrythropo••se (Fujiwara et al., 1996). Il rŽgule un certain nombre de g•nes impliquŽs 

dans diffŽrents processus tels que la diffŽrenciation Žrythrocytaire (Welch et al., 2004) ou 

encore la rŽsistance ˆ lÕapoptose comme Bcl-XL (Gregory et al., 1999). De mani•re 

surprenante, le facteur de transcription GATA-1 est une cible des caspases (De Maria et al., 

1999b). Toutefois, lÕactivation des caspases nŽcessaire ˆ la maturation des Žrythroblastes ne 

conduit pas au clivage de GATA-1 (Zermati et al., 2001). Ces donnŽes sugg•rent lÕexistence 

dÕun mŽcanisme protŽgeant GATA-1 de ce clivage et contribuant ˆ la rŽsistance ˆ lÕapoptose 

des cellules Žrythrocytaires et ˆ leur maturation. 
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Afin dÕidentifier ce mŽcanisme, le groupe dÕO. Hermine sÕest intŽressŽ aux protŽines 

chaperones Hsp et en particulier ˆ HSP70 qui a ŽtŽ dŽcrite comme Žtant exprimŽ dans les 

cellules Žrythrocytaires chez le xŽnope (Winning and Browder, 1988). Les auteurs ont montrŽ 

quÕen prŽsence dÕEpo, HSP70 co-localise avec GATA-1 dans le noyau et interagit avec ce 

facteur. Cette co-localisation et cette interaction sont perdues par la privation en Epo. De plus, 

la rŽpression de HSP70 par interfŽrence par lÕARN, comme la privation en Epo, conduit ˆ la 

rŽduction du taux de protŽine GATA-1 et la rŽduction consŽquente de BCL-XL induisant 

lÕapoptose massive des cellules (Ribeil et al., 2007). Ces rŽsultats montrent quÕen prŽsence 

dÕEpo, HSP70 prot•ge GATA-1 du clivage par les caspases contribuant aux fonctions non 

apoptotiques de la caspase 3 dans la diffŽrenciation Žrythrocytaire (Figure 4). 
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2- R™le de p53 dans la diffŽrenciation Žrythrocytaire 

 

Le facteur de transcription p53 est impliquŽ dans un certain nombre de processus, 

notamment lÕapoptose et lÕarr•t du cycle cellulaire en phase G1 (Choisy-Rossi and Yonish-

Rouach, 1998).  
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La surexpression dÕune protŽine p53 sauvage dans la lignŽe leucŽmique humaine K562 

ou dans la lignŽe ŽrythroleucŽmique MEL induit un arr•t de prolifŽration et une reprise du 

programme de diffŽrenciation  (Chylicki et al., 2000; Di Bacco and Cotter, 2002)  (Johnson et 

al., 1993). Ces effets sont associŽs ˆ une activation des caspases dont nous avons pu voir 

quÕelles sont importantes pour la diffŽrenciation Žrythrocytaire. Ces rŽsultats sugg•rent que 

p53 pourrait contribuer ˆ la diffŽrenciation terminale des Žrythroblastes. 

Des analyses immunocytologiques ont permis la dŽtection de lÕexpression de p53 ˆ 

partir du stade normoblaste ou Žrythroblaste (Peller et al., 2003). Le blocage de la 

diffŽrenciation Žrythrocytaire au stade Žrythroblaste basophile par lÕinhibition des caspases 

sugg•re une activation plus prŽcoce des caspases que lÕactivation de p53 (Zermati, 2001). 

Cette observation nÕest pas cohŽrente avec une contribution de p53 dans lÕactivation des 

caspases. NŽanmoins, un manque de sensibilitŽ de la technique utilisŽe pourrait expliquer 

lÕabsence de dŽtection de p53 dans des Žtapes plus prŽcoces de la diffŽrenciation. 

Les souris p53-/- ne prŽsentent aucun dŽfaut Žrythropo•Žtique, suggŽrant que lÕactivation 

de p53 nÕest pas nŽcessaire pour la diffŽrenciation Žrythrocytaire (Donehower, 1992). En 

revanche, des analyses in vitro ont permis de montrer que lÕabsence de p53 est associŽe ˆ une 

prolifŽration plus importante des Žrythroblastes en prŽsence de glucocortico•des nŽcessaires ˆ 

lÕŽrythropo••se de stress. Ces rŽsultats suggŽrent une contribution de p53 dans le contr™le de 

la prolifŽration des cellules Žrythrocytaires en condition de stress (Ganguli et al., 2002). Cette 

contribution potentielle nÕa pas ŽtŽ documentŽe dans les souris p53-/-. 

 La rŽpression de lÕexpression dÕun facteur de transcription de la famille p53, p73, 

rŽduit la diffŽrenciation Žrythrocytaire des cellules K562 en prŽsence dÕagent inducteur 

comme lÕEpo ou lÕhŽmine. Cette rŽduction est corrŽlŽe ˆ la rŽduction de lÕexpression de gata-

1. Ces rŽsultats sugg•rent que le facteur p73 est impliquŽ dans la diffŽrenciation 

Žrythrocytaire  (Marques-Garcia et al., 2009). Ces rŽsultats sugg•rent Žgalement que lÕabsence 
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de phŽnotype Žrythropo•Žtique dans les souris p53-/- pourrait •tre liŽe ˆ une compensation 

fonctionnelle par p73. 

 

C) LÕŽrythropo••se de stress 

 

Un stress hypoxique induit une augmentation de la production dÕEpo par le rein 

(Bozzini et al., 1994). LÕaugmentation du taux dÕEpo induit ˆ son tour une Žrythropo••se dite 

Žrythropo••se de stress qui se dŽroule dans la rate. Celle-ci est similaire ˆ lÕŽrythropo••se 

fÏtale et est caractŽrisŽe par la production rapide de globules rouges matures afin de 

maintenir un hŽmatocrite normal. 

 

1- Production des progŽniteurs de stress 

 

LÕaugmentation du taux dÕEpo induite par lÕhypoxie contribue notamment au sauvetage 

dÕun rŽservoir de progŽniteurs incapables de survivre en conditions normales du fait de leur 

faible expression du rŽcepteur de lÕEpo (Liu et al., 2006). LÕhypoxie contribue Žgalement ˆ 

lÕinduction dÕune population progŽnitrice spŽciale appelŽe progŽniteurs de stress qui 

correspondent ˆ des BFU-E de stress. Ces progŽniteurs prŽsentent des caractŽristiques 

diffŽrentes de progŽniteurs BFU-E de la moelle osseuse. En effet, les BFU-E de la moelle 

osseuse de souris ont besoin dÕEpo et du SCF pour prolifŽrer in vitro et arrivent ˆ maturation 

au bout de 7 jours de culture. En revanche, les BFU-E de la rate nÕont besoin que dÕEpo pour 

prolifŽrer et 5 jours suffisent pour atteindre une maturation semblable ˆ celle des BFU-E de la 

moelle osseuse apr•s 7 jours de culture (Lenox et al., 2005).  
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Ces donnŽes montrent donc quÕen rŽponse ˆ un stress hypoxique, lÕEpo, produite 

massivement par le rein, favorise lÕamplification rapide de progŽniteurs de stress rŽsistants ˆ 

lÕapoptose dans la rate. 

 

2- R™le de BMP4 

 

Les souris f/f (flexed-tail) prŽsentent un retard dans leur rŽponse ˆ un stress hypoxique 

(Coleman et al., 1969). Le groupe de R.F. Paulson a mis en Žvidence que le g•ne impliquŽ 

dans ce phŽnotype correspond au g•ne madh5 ou smad5 qui code une protŽine impliquŽe dans 

la signalisation induite par le rŽcepteur des protŽines BMP2, 4 et 7 (Bone Morphogenetic 

Protein). LÕanalyse de lÕexpression de ces trois protŽines a montrŽ que la protŽine BMP4 est 

induite apr•s lÕinduction dÕune anŽmie ainsi quÕapr•s une hypoxie tandis que les protŽines 

BMP2 et BMP7 sont peu ou pas exprimŽes. Cette induction a lieu peu avant lÕamplification 

des BFU-E de stress (Lenox et al., 2005). Ces rŽsultats sugg•rent que la voie de signalisation 

dŽpendante de BMP4 est impliquŽe dans lÕŽrythropo••se de stress.  

La recherche des mŽcanismes par lesquels BMP4 pourrait agir a permis de montrer que 

cette voie de signalisation favorise lÕamplification des progŽniteurs de stress en induisant la 

diffŽrenciation de cellules de la rate rŽpondant ˆ BMP4. Les auteurs ont montrŽ que ces 

cellules capables de rŽpondre au BMP4 correspondent ˆ des MEP (Lenox et al., 2005). 

En rŽponse ˆ une hypoxie, BMP4 est donc produite et induit la diffŽrenciation des MEP 

en progŽniteurs BFU-E de stress dans la rate qui constituent la population cible de lÕEpo. 

 

3- R™le de la voie de signalisation Kit/SCF 
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Comme les souris f/f, les souris prŽsentant des mutations au niveau du g•ne codant le 

rŽcepteur kit montrent un retard dans leur rŽponse ˆ un stress hypoxique suggŽrant que la voie 

de signalisation induite par Kit-SCF est Žgalement importante pour lÕŽrythropo••se de stress. 

LÕanalyse des progŽniteurs de la rate a montrŽ que le nombre de BFU-E de stress ainsi que le 

nombre de MEP rŽpondant ˆ BMP4 sont tr•s fortement diminuŽs dans les souris mutŽes pour 

Kit comparŽ ˆ celui des souris sauvages. DÕautre part, la culture de cellules splŽniques en 

prŽsence dÕEpo, de SCF et/ou de BMP4 a permis de montrer que le BMP4 augmente le 

nombre de BFU-E de stress tandis que la voie induite par Kit-SCF augmente la taille de leurs 

colonies (Perry et al., 2007). 

Ainsi, les voies de signalisation induites par Kit-SCF et par BMP4 coop•rent pour 

lÕamplification des progŽniteurs de stress en rŽponse ˆ un stress hypoxique. 

 

4- Alimentation de la rate en progŽniteurs de stress ˆ partir de cellules de la 

moelle 

 

Le groupe de R. F. Paulson a cultivŽ des cellules de rate de souris traitŽes ˆ la 

phŽnylhydrazine (PHZ) en prŽsence ou en absence de BMP4. Cette Žtude a mis en Žvidence la 

prŽsence de cellules rŽpondant ˆ BMP4 (BMP4R) dans la rate en situation physiologique. En 

revanche, ce pool de cellules BMP4R dispara”t apr•s 24h de traitement ˆ la PHZ montrant que 

tous les progŽniteurs BMP4R gŽn•rent des BFU-E de stress apr•s une hypoxie. Cette absence 

de cellules BMP4R co•ncide avec une pŽriode de rŽcupŽration de 21 jours nŽcessaire pour 

gŽnŽrer une rŽponse optimale ˆ un deuxi•me stress hypoxique. Pris ensemble, ces rŽsultats 

sugg•rent que la rate nŽcessite dÕ•tre rŽalimentŽe en cellules BMP4R pour pouvoir rŽpondre ˆ 

un deuxi•me stress anŽmique. 
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LÕorigine de ces cellules a ŽtŽ dŽterminŽe par des expŽriences de transplantations de 

cellules de moelle osseuse ou de rate de souris sauvages dans les souris mutŽes pour Kit. Ces 

expŽriences ont permis de montrer la prŽsence de progŽniteurs immatures dans la moelle 

osseuse capables de gŽnŽrer ces cellules BMP4R. En revanche, seules les cellules prŽsentes 

dans la rate sont capables de rŽpondre ˆ BMP4 (Perry, 2009). 

Ces rŽsultats montrent donc que la rate est rŽalimentŽe par des progŽniteurs immatures 

provenant de la moelle osseuse. ArrivŽs dans la rate, ces progŽniteurs se diffŽrencient en 

cellules BMP4R qui, comme nous lÕavons vu, correspondent ˆ des MEP. 

 

5- Importance de la voie Hedgehog 

 

Le fait que ces progŽniteurs immatures de la moelle osseuse gŽn•rent des cellules 

BMP4R uniquement dans la rate sugg•re lÕexistence dÕun signal dans cet organe favorisant 

cette diffŽrenciation. Le groupe de R.F. Paulson sÕest intŽressŽ ˆ la voie Hedgehog dont il 

avait ŽtŽ montrŽ auparavant la fonction positive dans la rŽponse ˆ BMP4 des progŽniteurs 

chondrocytaires. La mutation du rŽcepteur Smo, impliquŽ dans la voie Hedgehog, abolit la 

rŽponse au traitement ˆ la PHZ. A lÕinverse, la mutation du rŽcepteur de la voie Hedgehog Ptc 

(Patched), qui rŽgule nŽgativement Smo en absence de ligand, induit lÕapparition de BFU-E 

de stress dans la moelle osseuse. Ces expŽriences mettent en Žvidence le r™le de la voie 

Hedgehog dans la gŽnŽration des cellules BMP4R. La famille Hedgehog comprend trois 

membres, Shh, Ihh et Dhh. Le membre impliquŽ dans cette voie a ŽtŽ identifiŽ comme Žtant 

Dhh dont lÕexpression est induite en rŽponse ˆ la PHZ. Cette voie induit lÕexpression de 

BMP4 dans les cellules stromales de la rate qui expriment Žgalement Dhh (Perry et al., 2009). 
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SÕappuyant sur lÕensemble de ces rŽsultats, le mod•le proposŽ par le groupe de R.F. 

Paulson pour lÕŽrythropo••se de stress est prŽsentŽ sur la figure 5. La rate est alimentŽe en 

permanence par des progŽniteurs immatures provenant de la moelle osseuse et gŽnŽrant des 

progŽniteurs BMP4R sous lÕaction de la voie Hedgehog. Une hypoxie, engendrŽe par exemple 

par une anŽmie, induit lÕexpression de lÕEpo par le rein et de BMP4 par les cellules stromales 

de la rate. Cette production de BMP4 induit ˆ son tour la diffŽrenciation de la totalitŽ des 

progŽniteurs BMP4R prŽsents dans la rate en BFU-E de stress. Ces cellules sÕamplifient 

rapidement sous lÕeffet coopŽratif des voies de signalisation induites par BMP4 et par le 

couple Kit/SCF et rŽsistent ˆ lÕapoptose gr‰ce ˆ la signalisation induite par le couple Epo- 

EpoR. 

 

 

 

 

 

 

Figure 5 : Mod•le de lÕŽrythropo••se de stress proposŽ par le groupe de Paulson 
                  (dÕapr•s Perry et al., 2009) 
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II - LES ERYTHROLEUCEMIES  DE FRIEND 
!

 

A) Pathologie induite par le virus de Friend : un processus en deux Žtapes 
 

Les souris de souches sensibles infectŽes par le virus de Friend dŽveloppent des 

ŽrythroleucŽmies appelŽes ŽrythroleucŽmies de Friend  (Friend, 1957). La pathologie induite 

par le virus de Friend a ŽtŽ dŽcrite dans diffŽrentes revues (Moreau-Gachelin, 2008; Ney and 

D'Andrea, 2000; Ruscetti, 1999). Ce virus comporte deux souches nommŽes en fonction de la 

pathologie associŽe ˆ lÕŽrythroleucŽmie. La souche FV-P induit une ŽrythroleucŽmie associŽe 

ˆ une polycythŽmie. LÕŽrythroleucŽmie induite par la souche FV-A sÕaccompagne dÕune 

anŽmie. Cette anŽmie est le rŽsultat dÕune augmentation du volume plasmatique alors que le 

nombre dÕŽrythrocytes a plut™t tendance ˆ augmenter. La rŽsultante est une diminution de la 

concentration des globules rouges. Chaque souche est composŽe de deux virus. Le virus 

SFFV (Spleen Focus Forming Virus) est dŽficient pour la rŽplication et constitue lÕŽlŽment 

pathog•ne du virus de Friend. Le virus F-MuLV (Friend-Murine Leukemia Virus) se 

comporte comme un virus accessoire du virus SFFV et est incapable ˆ lui seul dÕinduire des 

ŽrythroleucŽmies chez les souris adultes. 

Les deux souches du virus de Friend induisent des ŽrythroleucŽmies se dŽveloppant en 

deux Žtapes. La premi•re Žtape consiste en une prolifŽration polyclonale de progŽniteurs 

Žrythrocytaires (BFU-E tardif ou CFU-E). Ces progŽniteurs ne sont pas transformŽs et ont une 

faible capacitŽ dÕauto-renouvellement in vitro.  Ces progŽniteurs sont toujours capables de se 

diffŽrencier. La prolifŽration et la diffŽrenciation de ces progŽniteurs sont indŽpendantes de 

lÕEpo dans le cas de lÕinfection avec la souche FV-P tandis quÕelles sont partiellement 

dŽpendantes de cette cytokine apr•s infection avec la souche FV-A. Dans ce dernier cas, les 

progŽniteurs prŽsentent une hypersensibilitŽ ˆ lÕEpo. Cette Žtape est associŽe ˆ une 

Žrythroblastose et une splŽnomŽgalie. Dans le cas de lÕinfection avec la souche SFFV-P, les 
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souris meurent gŽnŽralement ˆ ce stade du fait dÕune rupture de la rate (Ney and D'Andrea, 

2000). La deuxi•me Žtape voit lÕapparition de clones transformŽs dans la rate et la moelle 

osseuse des souris survivantes. Ces clones sont bloquŽs dans leur diffŽrenciation au stade 

BFU-E ou CFU-E et prŽsentent une capacitŽ dÕauto-renouvellement illimitŽe in vitro. Des 

lignŽes ŽrythroleucŽmiques peuvent •tre dŽrivŽes ˆ partir de ces clones et sont appelŽes 

lignŽes MEL.  

 

B) ƒvŽnements molŽculaires induits par le virus de Friend 
 

                 1- Activation de lÕŽrythropo••se de stress 
 

Le virus SFFV est dŽficient pour la rŽplication. La comparaison  du gŽnome  du virus 

SFFV avec les sŽquences de virus compŽtent pour la rŽplication ont permis de mettre en 

Žvidence que cette dŽficience est liŽe ˆ la prŽsence de dŽlŽtions dans les g•nes gag et pol et ˆ 

des mutations dans le g•ne env (Clark and Mak, 1984). Le gŽnome du virus SFFV ne code 

pas de proto-oncog•ne cellulaire (Ben-David and Bernstein, 1991). En revanche, le g•ne env 

code une glycoprotŽine de 55 kDa prŽsente ˆ la surface des cellules infectŽes, GP55, dont le 

groupe dÕY. Ikawa a montrŽ quÕelle Žtait responsable de la pathogŽnicitŽ du virus (Aizawa et 

al., 1990). 

 

1-1 Activation de la voie de signalisation de lÕEpoR 
 

La protŽine membranaire GP55 interagit avec lÕEpoR (D'Andrea, 1992). Cette 

interaction conduit ˆ lÕactivation des voies de signalisation dŽpendantes de ce rŽcepteur. 

LÕexpression forcŽe de lÕEpoR et de la protŽine GP55 dans une lignŽe IL-3 dŽpendante rend 

cette lignŽe indŽpendante des facteurs de croissance pour sa prolifŽration (Hoatlin et al., 
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1990). Cette interaction explique le dŽveloppement dÕŽrythroleucŽmies et lÕindŽpendance vis 

ˆ vis de lÕEpo des progŽniteurs infectŽs au cours de la premi•re phase de la maladie. 

En revanche, les progŽniteurs Žrythro•des infectŽs avec la souche anŽmique du virus ne 

dŽveloppent pas dÕindŽpendance vis ˆ vis de lÕEpo mais seulement une hypersensibilitŽ. 

LÕinteraction entre la protŽine GP55-A avec lÕEpoR nÕa pas clairement ŽtŽ montrŽe. 

NŽanmoins, lÕexpression de cette glycoprotŽine conduit ˆ la formation de CFU-E en prŽsence 

de faibles doses dÕEpo suggŽrant donc que la protŽine GP55-A est Žgalement capable 

dÕactiver lÕEpoR (Constantinescu et al., 1998). Une des raisons pouvant expliquer le fait que 

cette glycoprotŽine ne supporte pas lÕindŽpendance ˆ lÕEpo pourrait •tre la faible expression 

de GP55-A ˆ la membrane des progŽniteurs Žrythro•des comparŽe ˆ lÕexpression de GP55-P 

(Ruscetti et al., 1981). 

La premi•re Žtape de la maladie induite par le virus de Friend sÕexplique donc par une 

activation aberrante de lÕEpoR par la glycoprotŽine GP55 conduisant ˆ une prolifŽration des 

progŽniteurs Žrythrocytaires infectŽs indŽpendante ou partiellement dŽpendante de la prŽsence 

de lÕEpo. 

 

1-2 R™le de sf-Stk 
 

Les souris homozygotes portant lÕall•le Fv2s du locus Fv2 sont susceptibles au virus de 

Friend tandis que les souris homozygotes portant lÕall•le Fv2r sont rŽsistantes. D.A. Persons et 

al. ont montrŽ que le locus Fv2 code la tyrosine kinase Stk qui est lÕhomologue murin de la 

protŽine Ron chez lÕHomme et de la protŽine v-sea chez le poulet. Deux isoformes de cette 

protŽine existent du fait de deux promoteurs alternatifs : une forme longue et une forme 

courte appelŽe Sf-Stk. LÕisoforme Sf-Stk est produite par toutes les souris susceptibles au 

virus de Friend tandis que les souris rŽsistantes nÕexpriment que la forme longue. Ces 

derni•res prŽsentent une dŽlŽtion de trois nuclŽotides dans le promoteur de la forme courte qui 
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conduit ˆ la diminution ou ˆ lÕextinction de son expression. La mutation nulle de lÕall•le Fv2s 

dans les souches susceptibles rend les souris rŽsistantes au virus de Friend. Au contraire, la 

surexpression de Sf-Stk dans les souris de souche rŽsistante les rend susceptibles au virus de 

Friend. LÕensemble de ces rŽsultats montre donc que la protŽine Sf-Stk conf•re la 

susceptibilitŽ ˆ ce virus (Persons et al., 1999). 

Le groupe de S. Ruscetti a montrŽ une interaction entre Sf-Stk, la glycoprotŽine GP55 et 

lÕEpoR (Nishigaki et al., 2001). LÕinteraction entre GP55 et Sf-Stk conduit ˆ lÕactivation de 

cette tyrosine kinase par phosphorylation. De plus, lÕexpression de Sf-Stk est nŽcessaire pour 

la transformation des fibroblastes induite par le virus SFFV (Jelacic et al., 2008). Enfin, la 

voie de signalisation dŽpendante de Sf-Stk est nŽcessaire pour la prolifŽration des 

progŽniteurs infectŽs par le virus de Friend et indŽpendants de lÕEpo (Finkelstein et al., 2002). 

Ces rŽsultats montrent donc que lÕaction de la glycoprotŽine GP55 sur les progŽniteurs 

Žrythro•des est dŽpendante de la formation dÕun complexe entre GP55, Sf-Stk et lÕEpoR. 

 

 

 

 

1-3 R™le de la voie Kit/SCF 
 

Les souris mutŽes au niveau des loci W (White spotting) et Sl (Steel) sont Žgalement 

rŽsistantes au virus de Friend. Ces deux loci codent respectivement le rŽcepteur ˆ activitŽ 

tyrosine kinase Kit et son ligand SCF (Stem Cell Factor). La signalisation induite par le 

couple Kit-SCF est importante pour le contr™le de la diffŽrenciation et de la prolifŽration des 

progŽniteurs Žrythrocytaires. Les souris W et Sl prŽsentent de sŽv•res anŽmies qui pourraient 

expliquer leur rŽsistance au virus de Friend (Ashman, 1999). 
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Afin de mieux comprendre les mŽcanismes mis en jeu dans la rŽsistance au virus de 

Friend apr•s mutation de Kit ou SCF, le groupe de R.F. Paulson a analysŽ la moelle osseuse et 

la rate de souris double hŽtŽrozygotes W/Wv. Cette Žtude a permis de mettre en Žvidence que 

ces animaux prŽsentent un dŽficit de cellules cibles du virus de Friend dans la rate alors que le 

nombre de cellules cibles de ce virus dans la moelle osseuse est sensiblement comparable ˆ 

celui des souris sauvages. De plus, contrairement aux cellules sauvages, les cellules cibles 

W/Wv de la rate sont incapables de sÕamplifier. Cette Žtude montre que les cellules cibles de 

la rate ne sont pas les m•mes que dans la moelle osseuse. Le groupe de R.F. Paulson a mis en 

Žvidence que les cellules cibles dans la rate sont les progŽniteurs bipotents MEP. De mani•re 

intŽressante, les cellules W/Wv de la rate, en particulier les MEP, nÕexpriment pas la forme 

Sf-Stk du locus Fv2 dont nous avons vu dans le paragraphe prŽcŽdent quÕelle est importante 

pour lÕŽrythroleucŽmie de Friend (Subramanian et al., 2005). 

LÕensemble de ces rŽsultats montre donc que le dŽveloppement de la maladie induite 

par le virus de Friend est dŽpendant de la signalisation induite par Kit/SCF probablement au 

moins en partie due au r™le de Kit-SCF dans la rŽgulation de Sf-Stk. Cette voie joue un r™le 

clŽ dans la prolifŽration des progŽniteurs de stress de la rate qui constituent la cible du virus 

de Friend. Cette absence de cellules cibles dans la rate des souris W/Wv conduisant ˆ une 

rŽsistance au virus de Friend est en accord avec les travaux de Mirand montrant que les souris 

ayant subi une splŽnectomie prŽsentent un retard dans le dŽveloppement de la pathologie de 

Friend. Dans ce cas, lÕŽrythroleucŽmie se dŽveloppe dans le foie (Mirand et al., 1961). La rate 

constitue donc lÕorgane clŽ de lÕinfection par ce virus. Ces rŽsultats sugg•rent Žgalement que 

le virus de Friend utilise la m•me voie que celle utilisŽe apr•s hypoxie conduisant ˆ 

lÕamplification de progŽniteurs Žrythrocytaires de stress. 

 

1-4 R™le de BMP4 
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Un autre g•ne de rŽsistance au virus de Friend est le g•ne f (flexed-tail) (Axelrad, 1969).  

Ce g•ne correspond au g•ne Madh5 ou Smad5 qui code une protŽine impliquŽe dans la 

signalisation induite par les rŽcepteurs aux protŽines BMP2, 4 et 7 (Lenox et al., 2005). Les 

souris adultes homozygotes pour la mutation f/f ne prŽsentent aucun phŽnotype ˆ lÕŽtat 

physiologique. Comme nous avons pu le voir, ces souris prŽsentent une rŽponse ˆ une anŽmie 

aigŸe retardŽe par rapport aux souris sauvages (cf. paragraphe 2 page 18)   

Le groupe de R.F. Paulson a montrŽ que la rŽsistance des souris f/f est causŽe par 

lÕabsence des cellules cibles du virus de Friend dans la rate. DÕautre part, le traitement des 

cellules infectŽes par le virus de Friend par le BMP4 conduit ˆ une augmentation de leur 

nombre suggŽrant lÕimplication de la voie induite par BMP4 dans la pathologie de Friend. 

Cette Žtude montre Žgalement que lÕinfection par le virus de Friend induit lÕexpression de 

bmp4 dans les progŽniteurs Žrythrocytaires infectŽs (Subramanian et al., 2008). 

 

LÕensemble de ces rŽsultats montre donc que le virus de Friend utilise la voie de 

lÕŽrythropo••se de stress dŽpendante de BMP4. Le mod•le proposŽ par A. Subramanian et al. 

est que les progŽniteurs infectŽs de la rate produisent cette protŽine qui envoie un signal aux 

cellules stromales de la rate. En rŽponse ˆ ce signal, ces cellules produisent ˆ leur tour BMP4 

qui permet aux MEP de la rate de gŽnŽrer des BFU-E de stress qui constituent les cellules 

cibles du virus de Friend ˆ lÕorigine des clones ŽrythroleucŽmiques (Subramanian et al., 2008) 

(Figure 6). 
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2- Insertion provirale en amont du g•ne spi-1 
 

LÕactivation de la voie de signalisation de lÕEpoR par le complexe formŽ de la 

glycoprotŽine GP55 et la protŽine Sf-Stk nÕest pas suffisante pour induire la transformation 

des progŽniteurs Žrythrocytaires infectŽs. Cette transformation nŽcessite des ŽvŽnements 

molŽculaires secondaires (Ruscetti, 1999). 
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Figure 6 : Activation de lÕŽrythropo••se de stress par le virus de Friend 
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Le provirus SFFV est capable de sÕintŽgrer de fa•on alŽatoire dans le gŽnome des 

cellules quÕil infecte. Toutes ces intŽgrations provirales ne conduisent pas au dŽveloppement 

ŽrythroleucŽmique. Dans 95% des intŽgrations conduisant ˆ la transformation, le provirus 

SFFV sÕint•gre en amont du g•ne spi-1 (SFFV proviral integration) (Moreau-Gachelin et al., 

1988). Cette insertion conduit ˆ lÕactivation de la transcription de ce g•ne (Moreau-Gachelin 

et al., 1989).  F. Moreau-Gachelin et al. et M. Klemz et al. ont montrŽ que spi-1 code le 

facteur de transcription SPI-1/PU.1 (appelŽ par la suite SPI-1) appartenant ˆ la famille ETS 

(Goebl, 1990). 

Certaines lignŽes de cellules ŽrythroleucŽmiques dŽrivŽes de souris infectŽes par le 

virus SFFV (lignŽe SFFV) peuvent •tre induites ˆ se diffŽrencier par des drogues comme le 

DMSO (DiMethylSulfOxyde) ou lÕHMBA (HexaMethylene Bis Acetamide). Ces lignŽes ont 

largement ŽtŽ utilisŽes pour comprendre les mŽcanismes de transformation. La diffŽrenciation 

induite par ces drogues sÕaccompagne dÕune rŽduction de lÕexpression de spi-1. Cette 

corrŽlation entre la diffŽrenciation et la rŽpression de spi-1 additionnŽe au fait que la tr•s 

grande majoritŽ des Žrythroblastes prŽsentent une activation de ce g•ne sugg•re que SPI-1 

joue un r™le essentiel dans le dŽveloppement ŽrythroleucŽmique.  

LÕinfection de cellules de la moelle osseuse de souris par un rŽtrovirus exprimant spi-1 

induit la prolifŽration de blastes aux caractŽristiques Žrythro•des. Ces cellules ressemblent 

morphologiquement aux cellules ŽrythroleucŽmiques de Friend et sont bloquŽs dans leur 

diffŽrenciation au stade BFU-E ou CFU-E (Schuetze et al., 1993). Ces rŽsultats montrent que 

SPI-1 est capable dÕimmortaliser les cellules Žrythrocytaires. De mani•re cohŽrente avec ces 

rŽsultats, lÕinhibition de spi-1 par siARN dans les cellules MEL permet la reprise de leur 

diffŽrenciation au dŽtriment de leur prolifŽration (Atar and Levi, 2005). 

Afin dÕapprŽhender in vivo le r™le de SPI-1 dans le dŽveloppement ŽrythroleucŽmique, 

F. Moreau-Gachelin et al. ont dŽveloppŽ des souris transgŽniques exprimant spi-1 ˆ partir de 
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la LTR (Long Terminal Repeat) du virus SFFV. De mani•re similaire ˆ la pathologie induite 

par le virus de Friend, ces souris dŽveloppent des ŽrythroleucŽmies en deux Žtapes (Moreau-

Gachelin et al., 1996).  

LÕensemble de ces rŽsultats montre que le facteur SPI-1 joue un r™le essentiel dans le 

dŽveloppement ŽrythroleucŽmique en permettant la prolifŽration et le blocage de la 

diffŽrenciation des Žrythroblastes. 

Les mŽcanismes mis en jeu par le facteur SPI-1 seront traitŽs dans la prochaine partie de 

cette introduction bibliographique. 

               

                    3- Inactivation du g•ne p53 
 

Les clones dŽrivŽs des souris infectŽes par le virus de Friend prŽsentent de mani•re 

rŽcurrente des mutations au niveau du g•ne p53. Ces mutations peuvent •tre des dŽlŽtions 

(Munroe et al., 1988), des mutations ponctuelles (Munroe et al., 1990) ou encore des 

insertions provirales (Chow et al., 1987). LÕensemble de ces donnŽes supporte lÕhypoth•se 

que lÕinactivation de p53 est importante pour le dŽveloppement ŽrythroleucŽmique. En accord 

avec cette hypoth•se, la surexpression dÕune protŽine p53 sauvage dans les cellules MEL 

permet de relancer leur processus de diffŽrenciation au dŽtriment de leur prolifŽration 

(Johnson et al., 1993). 

Afin de dŽterminer in vivo le r™le de p53 dans la pathologie induite par le virus de 

Friend, le groupe de L.L. Kelley a infectŽ des souris sauvages ou p53-/- avec le virus FVP. 

Ces expŽriences ont permis de montrer que les souris p53-/- infectŽes dŽveloppent des 

ŽrythroleucŽmies plus rapidement que les souris sauvages et prŽsentent une survie moins 

importante (Prasher et al., 2001). 

LÕinactivation de p53 est donc un ŽvŽnement important pour la tumorigŽnicitŽ du virus 

de Friend.  
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                   4- Autres mutations observŽes dans les souris transgŽniques SPI-1 
 

Une revue de F. Moreau-Gachelin rŽsume les rŽsultats obtenus avec son mod•le de 

souris transgŽnique SPI-1 (Moreau-Gachelin, 2008). Comme nous lÕavons vu, ces souris 

dŽveloppent des ŽrythroleucŽmies similaires aux ŽrythroleucŽmies de Friend. En revanche, 

bien que bloquŽs dans leur processus de diffŽrenciation, les Žrythroblastes exprimant spi-1 

restent dŽpendants des cytokines pour prolifŽrer et ne sont pas transformŽs. Dans 86% des 

tumeurs, les auteurs ont observŽ des mutations dans le g•ne codant le rŽcepteur Kit. La 

majoritŽ des mutations observŽes concerne le domaine catalytique de Kit rendant son activitŽ 

indŽpendante de la prŽsence du ligand SCF. Ces donnŽes sugg•rent donc que lÕactivation 

constitutive de Kit est nŽcessaire ˆ la transformation des Žrythroblastes. En revanche, ces 

souris nÕexpriment pas la glycoprotŽine GP55. LÕabsence de production de cette protŽine 

pourrait expliquer la dŽpendance vis-ˆ -vis de lÕactivation constitutive de Kit pour la 

transformation cellulaire.  

 

B) Pathologie induite par le virus F-MuLV seul 
 

LÕinfection de souris adultes par le virus F-MuLV seul ne conduit pas au 

dŽveloppement dÕŽrythroleucŽmies. En revanche, les souris nouveau-nŽes infectŽes par ce 

virus dŽveloppent une ŽrythroleucŽmie (Mac Donald et al., 1980).  

Deux semaines apr•s infection par le virus F-MuLV, les souris nouveau-nŽes 

dŽveloppent une anŽmie sŽv•re due ˆ lÕhŽmolyse des progŽniteurs Žrythro•des. Cette anŽmie 

est suivie dÕune splŽnomŽgalie associŽe ˆ une rŽticulocytose. Peu de temps apr•s, lÕanŽmie est 

partiellement corrigŽe chez les animaux nÕayant pas subi de splŽnectomie. En revanche, chez 

les souris splŽnectomisŽes, cette anŽmie sÕaggrave. Ces expŽriences indiquent que lÕinfection 
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par le virus F-MuLV active lÕŽrythropo••se de stress dans la rate nŽcessaire pour corriger 

lÕanŽmie (Sitbon et al., 1986).  

Dans un deuxi•me temps, entre 30 et 70 jours, lÕhŽmatocrite des souris infectŽes chute ˆ 

nouveau. Contrairement ˆ la chute prŽcoce de lÕhŽmatocrite dŽcrite prŽcŽdemment, cette 

deuxi•me diminution est associŽe ˆ une diminution du nombre de rŽticulocytes indiquant un 

blocage de lÕŽrythropo••se (Sitbon et al., 1986). 

Ces rŽsultats indiquent donc que la pathologie induite par le virus F-MuLV, comme 

celle induite par le complexe de Friend entier, est un processus en deux Žtapes. La premi•re 

Žtape est caractŽrisŽe par lÕamplification de progŽniteurs Žrythrocytaires dans la rate. Ces 

progŽniteurs sont toujours capables de se diffŽrencier. La deuxi•me Žtape consiste en 

lÕapparition de clones ŽrythroleucŽmiques incapables de se diffŽrencier. Des lignŽes  de 

cellules ŽrythroleucŽmiques peuvent Žgalement •tre dŽrivŽes de ces clones. 

 

             1- Activation de la voie de signalisation EpoR 
 

Contrairement au virus SFFV, le gŽnome du virus F-MuLV ne code pas la 

glycoprotŽine gp55 qui, comme nous avons pu le voir prŽcŽdemment, conf•re lÕindŽpendance 

vis ˆ vis de lÕEpo. NŽanmoins, des lignŽes ŽrythroleucŽmiques dŽrivŽes de souris infectŽes 

par le virus F-MuLV deviennent indŽpendantes de lÕEpo apr•s retransplantation in vivo. Afin 

de comprendre les mŽcanismes mis en jeu dans le dŽveloppement de cette indŽpendance, le 

groupe de Y. Ben David a examinŽ lÕexpression de lÕEpo dans plusieurs lignŽes 

ŽrythroleucŽmiques Epo-indŽpendantes. 80% dÕentre elles produisent cette cytokine ˆ la suite 

dÕun rŽarrangement gŽnique et non dÕune insertion provirale. LÕinjection de lignŽes Epo-

indŽpendantes dans les souris BALB/c entra”ne une mort des souris plus prŽcocement que 

lÕinjection de lignŽes Epo-dŽpendantes dans les m•mes souris. Ces rŽsultats montrent une 
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corrŽlation entre lÕactivation de lÕEpo et la tumorigŽnicitŽ du virus F-MuLV (Howard et al., 

1996). 

En rŽsumŽ, la pathologie induite par le virus F-MuLV implique lÕapparition de clones 

indŽpendants de lÕEpo pour leur croissance et leur survie. Le mŽcanisme conduisant ˆ cette 

indŽpendance est diffŽrent de celui induit par le virus SFFV. Dans le cas du virus F-MuLV, 

un rŽarrangement du g•ne de lÕEpo est observŽ dans une grande majoritŽ des clones 

ŽrythroleucŽmiques conduisant ˆ une boucle autocrine. 

 

2- IntŽgrations du provirus F-MuLV dans le gŽnome 

 

Comme le provirus SFFV, le provirus F-MuLV est capable de sÕintŽgrer de mani•re 

alŽatoire dans le gŽnome. Seules certaines intŽgrations provirales conduisent au 

dŽveloppement ŽrythroleucŽmique. 

 

2-1  IntŽgration provirale au niveau du locus fli-1 

 

Plusieurs groupes ont montrŽ une intŽgration du provirus F-MuLV au niveau du locus 

fli -1 dans 75% des lignŽes ŽrythroleucŽmiques dŽrivŽes de souris infectŽes par ce virus (Ben-

David et al., 1990; Sels et al., 1992). Le groupe dÕA. Bernstein a pu mettre en Žvidence que ce 

locus est situŽ au niveau du chromosome 9. Le m•me groupe a montrŽ que cette intŽgration 

provirale conduit ˆ lÕactivation de lÕexpression de ce g•ne. Ce g•ne code le facteur de 

transcription FLI-1 appartenant ˆ la famille ETS (Ben-David et al., 1991).  

Afin de dŽterminer la contribution du facteur FLI-1 dans le dŽveloppement 

ŽrythroleucŽmique, le groupe de F. MorlŽ a surexprimŽ fli -1 dans la lignŽe SFFV 745A et 

testŽ lÕeffet de cette surexpression sur la diffŽrenciation induite par lÕHMBA. La 
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surexpression de ce g•ne conduit ˆ une rŽduction du pourcentage de cellules hŽmoglobinisŽes 

indiquant donc que FLI-1 bloque la diffŽrenciation des cellules 745A en rŽponse ˆ lÕHMBA 

(Starck et al., 1999). DÕautres groupes ont Žgalement entrepris de surexprimer fli -1 dans les 

lignŽes ŽrythroleucŽmiques humaines K562 et HEL ainsi que dans des Žrythroblastes aviaires 

immortalisŽs par la protŽine thermo-sensible ts-v-sea. Les cellules K562 et HEL ont la 

capacitŽ de se diffŽrencier en cellules Žrythro•des sous lÕaction dÕinducteur chimique comme 

lÕhŽmine. La surexpression de fli -1 dans les cellules K562 ou HEL traitŽes par lÕhŽmine, qui 

rŽduit le taux de transcrits fli -1 endog•ne, induit une diminution du pourcentage de cellules 

hŽmoglobinisŽes par rapport aux cellules contr™les (Athanasiou et al., 2000). Enfin, les 

Žrythroblastes aviaires surexprimant le rŽcepteur murin de lÕEpo se diffŽrencient et cessent 

leur prolifŽration en prŽsence de cette cytokine tandis que lÕabsence dÕEpo induit leur mort 

par apoptose. La surexpression de fli -1 murin dans ces Žrythroblastes bloque leur 

diffŽrenciation en rŽponse ˆ lÕEpo et maintient leur prolifŽration. En absence dÕEpo, la 

surproduction de FLI-1 maintient la survie de ces Žrythroblastes (Pereira et al., 1999). En 

accord avec ces rŽsultats, lÕexpression dÕun dominant-nŽgatif de FLI-1 qui bloque son activitŽ 

transcriptionnelle induit une apoptose massive, un arr•t de prolifŽration et la reprise de la 

diffŽrenciation des cellules ŽrythroleucŽmiques CB3 (Cui et al., 2009). 

FLI-1 contribue donc au dŽveloppement ŽrythroleucŽmique en maintenant la survie et la 

prolifŽration des Žrythroblastes au dŽtriment de leur diffŽrenciation. Les mŽcanismes mis en 

jeu par FLI-1 dans le contr™le de ces trois processus seront traitŽs dans la prochaine partie de 

cette introduction. 

 

2-2 IntŽgration provirale au niveau du locus fli-2 
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Le groupe dÕA. Bernstein a mis en Žvidence un autre site dÕintŽgration rŽcurrent du 

provirus F-MuLV au niveau du locus fli -2 (Friend Leukemia virus Integration site 2). Ce 

rŽarrangement appara”t dans trois des trente lignŽes analysŽes dont deux induites par le virus 

F-MuLV (lignŽes CB3 et CB7) et une lignŽe induite par le virus FV-P (lignŽe DP28-9) (Ben-

David et al., 1992). Ce m•me groupe a clonŽ lÕADNc de ce locus qui correspond au g•ne 

codant la protŽine hnRNP A1 qui est impliquŽe dans lÕŽpissage. Cette intŽgration, situŽe en 

aval du g•ne, est associŽe ˆ la rŽpression de lÕexpression de ce g•ne. De plus, dans la lignŽe 

CB3, lÕintŽgration a lieu sur les deux all•les conduisant ˆ la perte totale de lÕexpression de ce 

g•ne. Cependant, lÕimplication de hnRNP A1 dans le processus ŽrythroleucŽmique a ŽtŽ 

invalidŽe par le groupe dÕY. Ben-David (Ben-David et al., 1992). 

DÕautres Žtudes menŽes par le groupe dÕY. Ben-David ont permis de mettre en Žvidence 

un autre ADNc associŽ au locus fli-2. Il sÕagit de lÕADNc du g•ne codant la sous-unitŽ p45 du 

facteur de transcription NF-E2 (Nuclear Factor Erythroid 2). LÕintŽgration du provirus F-

MuLV au niveau du locus fli -2 est associŽe ˆ la rŽpression de lÕexpression de ce g•ne. 

Comme hnRNP A1, p45NF-E2 nÕest pas exprimŽ dans la lignŽe CB3 dans laquelle 

lÕintŽgration est associŽe ˆ la perte de lÕautre all•le (Lu et al., 1994). 

La protŽine NF-E2 est un facteur de transcription de type leucine zipper. Ce facteur est 

un hŽtŽrodim•re composŽ des sous-unitŽs p45 et p18. La sous-unitŽ p18 est un membre de la 

famille des oncoprotŽines Maf et est exprimŽe dans de nombreux tissus (Andrews et al., 1993; 

Igarashi et al., 1994). En revanche, la sous-unitŽ p45 nÕest exprimŽe que dans les cellules 

Žrythrocytaires, les mŽgacaryocytes et les mastocytes (Andrews et al., 1993). Les souris 

dŽficientes en sous-unitŽ p45 prŽsentent une Žrythropo••se dŽfectueuse caractŽrisŽe par des 

hypochromies, des anisocytoses et des rŽticulocytoses montrant le r™le crucial jouŽ par cette 

protŽine dans la production des globules rouges (Levin et al., 1999). 
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La perte de lÕexpression de p45 dans la lignŽe CB3 est associŽe ˆ lÕabsence 

dÕexpression des g•nes de globines alpha et beta signant la diffŽrenciation Žrythrocytaire. La 

rŽexpression de p45 NF-E2 dans cette lignŽe induit lÕexpression de ces m•mes g•nes. Ces 

rŽsultats montrent que p45 NF-E2 est importante pour lÕexpression des g•nes de globines et la 

diffŽrenciation Žrythrocytaire (Li et al., 2001; Lu et al., 1994). 

DÕautre part, lÕinfection de souris sensibles p45 NF-E2 -/- par le virus F-MuLV accŽl•re 

le processus ŽrythroleucŽmique par rapport ˆ des souris sauvages. La rŽexpression de p45 NF-

E2 dans des lignŽes dŽrivŽes de ces souris ralentit leur prolifŽration (Li et al., 2001). Ces 

rŽsultats montrent que p45 NF-E2 est un rŽgulateur nŽgatif de la prolifŽration. 

LÕabsence de p45 NF-E2 contribue ˆ la pathogŽnicitŽ du virus F-MuLV en permettant la 

prolifŽration des cellules ŽrythroleucŽmiques au dŽtriment de leur diffŽrenciation.     

 

2-3 IntŽgration provirale au niveau du locus fli-3 
 

Le groupe dÕY. Ben-David a mis en Žvidence un troisi•me site dÕintŽgration du provirus 

F-MuLV au niveau du locus fli -3 (Friend Leukemia Integration site 3), dans 50% de lignŽes 

ŽrythroleucŽmiques de Friend p53 +/- nÕexprimant pas fli -1.   

Chez la souris, il est situŽ sur le chromosome 14. Ce locus prŽsente une forte 

conservation de sŽquence, y compris dans les sŽquences flanquantes, avec son orthologue 

chez lÕHomme. Ce locus, situŽ sur le chromosome 13q31 chez lÕHomme, est dŽcrit pour 

contenir un cluster de six miARN (miR-17, miR-18, miR-19a, miR-20, miR-19b et miR-92a) 

appelŽ miR-17-92. Le groupe de Y. Ben-David a pu montrer que lÕintŽgration du provirus F-

MuLV au niveau du locus fli -3 conduit ˆ la surexpression de ce cluster de miARN (Cui et al., 

2007). 

Ce cluster est compris dans le troisi•me intron du transcrit non codant C13orf25 dont le 

seul r™le connu est de produire ce cluster. Les contributions de ce cluster de miARN au 
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dŽveloppement et aux maladies sont documentŽes dans la revue de J.T. Mendell (Mendell, 

2008). Cette revue met en Žvidence le potentiel oncogŽnique du cluster miR-17-92. A titre 

dÕexemple, L. He et al. ont montrŽ que lÕexpression forcŽe de ce cluster dans les souris 

transgŽniques Eµ-myc (souris surexprimant myc sous le contr™le du promoteur de la cha”ne µ 

des immunoglobulines) accŽl•re le lymphome ˆ cellules B induit par MYC (He et al., 2005).  

Afin dÕŽtablir le r™le de fli -3 dans le dŽveloppement des ŽrythroleucŽmies de Friend, 

J.W. Cui et al. ont surexprimŽ le cluster miR-17-92 entier ou le cluster tronquŽ contenant 

uniquement miR-92 dans la lignŽe HB60-5. Cette lignŽe prolif•re en prŽsence dÕEpo et de 

SCF tandis quÕelle se diffŽrencie en prŽsence dÕEpo seule. La surexpression de miR-17-92 ou 

de miR-92 dans les cellules HB60-5 alt•re la rŽponse cellulaire ˆ lÕEpo et maintient une 

prolifŽration au dŽtriment de leur diffŽrenciation. Toutefois, la prolifŽration et le blocage de la 

diffŽrenciation engendrŽs par miR-92 sont moins importants que pour le cluster entier. Ces 

rŽsultats montrent que le cluster miR-17-92 est impliquŽ dans la prolifŽration et lÕarr•t de 

diffŽrenciation des cellules ŽrythroleucŽmiques et que miR-92 nÕest pas le seul miARN actif 

de ce cluster (Cui et al., 2007). 

 

             3- Inactivation de p53 
 

Les lignŽes ŽrythroleucŽmiques Epo indŽpendantes dŽrivŽes de souris infectŽes par le 

virus F-MuLV prŽsentent frŽquemment des mutations au niveau du g•ne p53 pouvant •tre des 

mutations ponctuelles ou des dŽlŽtions (Howard et al., 1993). Cette observation sugg•re que 

lÕinactivation de p53 pourrait •tre impliquŽe dans le processus ŽrythroleucŽmique. 

Afin de tester cette hypoth•se, le groupe de Y. Ben-David a comparŽ lÕŽvolution de 

lÕŽrythroleucŽmie apr•s infection par le virus F-MuLV entre des souris BALB/c sauvages 

pour p53 et des souris BALB/c p53 -/-. Cette Žtude a permis de mettre en Žvidence un 
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dŽveloppement plus rapide de la maladie chez les souris dŽficientes pour p53 (Wong et al., 

1999). 

LÕinactivation de p53 est donc Žgalement un ŽvŽnement crucial pour le dŽveloppement 

ŽrythroleucŽmique induit par le virus F-MuLV. 

 

En conclusion, le virus de Friend composŽ des rŽtrovirus SFFV et F-MuLV induit des 

ŽrythroleucŽmies chez la souris en altŽrant la voie de signalisation dŽpendante du rŽcepteur de 

lÕEpo, en inactivant p53 par mutagen•se et enfin en activant ou en rŽprimant lÕun ou lÕautre 

dÕun tr•s petit nombre de rŽgulateurs dont deux facteurs de transcription de la famille ETS, un 

facteur de transcription important pour la diffŽrenciation Žrythrocytaire et un cluster de 

miARNs.  

 

III - Contributions des facteurs SPI-1 et FLI-1 ˆ la transformation des  

Žrythroblastes 

 

A) La famille ETS (Figure 7) 

 

Les facteurs de transcription FLI-1 et SPI-1 appartiennent ˆ un groupe de facteurs 

appelŽ famille ETS. Cette famille regroupe une trentaine de facteurs de transcription. Ces 

facteurs sont caractŽrisŽs par la prŽsence dÕun domaine de liaison ˆ lÕADN de 85 acides 

aminŽs appelŽ domaine ETS. Ce domaine a une conformation en hŽlice-tour-hŽlice prŽsentant 

une forte homologie entre chaque membre de la famille, la plus faible Žtant de 35% entre les 

facteurs ETS-1 et SPI-1. Ces facteurs reconnaissent un motif consensus appelŽ site ETS et 

dont la sŽquence coeur est 5Õ- GGAA-3Õ (Wasylyk et al., 1993). 
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Figure 7 : Les facteurs de transcription de la famille ETS (dÕapr•s Wei et al., 2010) 

La famille ETS comprend 27 facteurs de transcription portant un domaine de liaison ˆ lÕADN 
fortement homologue appelŽ domaine ETS (carrŽ bleu). Ce domaine permet la reconnaissance dÕun 
site cÏur consensus GGAA/T. 
La sŽquence environnant cette courte sŽquence est variable en fonction des facteurs permettant une 
sous-classification en quatre groupes (I, II (IIa et IIb), III et IV). 

Homme Souris 

ETS1 

ETS2 
ETV1 

ETV2 

ETV3 
ETV4 

ETV5 

ELK1 

ELK3 

ELK4 

ERF 

ERG 

FEV 

FLI-1 

GABPA 

EHF 

ELF1 

ELF2 

ELF3 
ELF4 

ELF5 
ETV6 

ETV7 

SPI-1 

SPI-B 

SPI-C 

SPDEF 

I 

IIa  

IIb  

III 

IV 

Domaine ETS 

Pointed domain 

Proline-rich 
domain 



! ]^ !

 

B) Contributions de FLI -1 et SPI-1 ˆ la diffŽrenciation Žrythrocytaire 

normale 

 

Les Žtudes dŽmontrant un r™le des facteurs FLI-1 et SPI-1 dans lÕhŽmatopo••se 

physiologique sont recensŽes dans les revues de R.P. De Koter et de A.H. Truong (DeKoter et 

al., 2007; Truong and Ben-David, 2000). Ainsi, les Žtudes rŽfŽrencŽes dans ces revues 

montrent une contribution de SPI-1 dans les diffŽrenciations monocytaire macrophagique et 

lymphocytaire B tandis que les contributions de FLI-1 sont nŽcessaires ˆ la mŽgacaryopo••se 

et ˆ la vasculogen•se. Cette partie traitera exclusivement des Žtudes dŽtaillant les 

contributions de FLI-1 et de SPI-1 dans la diffŽrenciation Žrythrocytaire.  

 

1- SPI-1 est nŽcessaire pour lÕauto-renouvellement des 

progŽniteurs Žrythro•des 

 

La contribution de SPI-1 dans la diffŽrenciation Žrythrocytaire a ŽtŽ apprŽhendŽe par 

des expŽriences de surexpression et dÕinvalidation chez la souris et chez le poulet. Comme 

nous lÕavons vu dans la partie prŽcŽdente, les souris surexprimant spi-1 dŽveloppent des 

ŽrythroleucŽmies similaires aux ŽrythroleucŽmies de Friend  (Moreau-Gachelin et al., 1996). 

De la m•me mani•re, la surexpression de spi-1 maintient la prolifŽration et la survie des 

Žrythroblastes aviaires au dŽtriment de leur diffŽrenciation induite par la voie de signalisation 

activŽe par Epo-EpoR. En revanche, en absence de EpoR fonctionnel, SPI-1 nÕest plus 

capable de remplir ses fonctions (Quang et al., 1997) (Pereira et al., 2000). La 

phosphorylation de SPI-1 sur plusieurs rŽsidus sŽrine est importante pour ses fonctions 

transcriptionnelles. LÕinhibition de la voie PI3K/Akt induit comme le DMSO une reprise de la 
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diffŽrenciation des cellules MEL. La reprise de la diffŽrenciation est corrŽlŽe ˆ la rŽduction du 

taux de protŽine SPI-1 phosphorylŽe puis ˆ une rŽduction du taux de protŽine totale. Ces 

rŽsultats montrent donc que SPI-1 est une cible de la voie PI3K/Akt qui est activŽe en rŽponse 

ˆ lÕEpo (Breig, 2010). Ces rŽsultats indiquent donc que SPI-1 est activŽe en rŽponse ˆ la voie 

de signalisation activŽe par Epo-EpoR et coop•rent avec cette voie pour assurer la 

prolifŽration et la survie des Žrythroblastes au dŽtriment de leur diffŽrenciation. 

Les groupes de H. Singh et R.A. Maki ont dŽveloppŽ deux mod•les de souris SPI-1-/-. 

Ces deux mod•les donnent des rŽsultats contradictoires concernant la contribution de ce 

facteur ̂  lÕŽrythropo••se. En effet, les souris du groupe de H. Singh prŽsentent une anŽmie 

tandis que celle de R.A. Maki ne prŽsentent aucun dŽfaut Žrythropo•Žtique (McKercher et al., 

1996; Scott et al., 1997).  

Des analyses in vitro ont ŽtŽ entreprises par le groupe de E.W. Scott afin de tester lÕeffet 

de lÕabsence de SPI-1 sur les progŽniteurs Žrythrocytaires. Ils ont donc mis en culture des 

BFU-E de souris sauvages ou SPI-1-/- en prŽsence de cytokine favorisant leur amplification. 

Alors que les BFU-E sauvages sÕamplifient dans ces conditions, les BFU-E SPI-1-/- ne 

prolif•rent plus (Fisher et al., 2004). Afin dÕŽtablir plus prŽcisŽment le r™le in vivo de SPI-1 

dans lÕŽrythropo••se, le groupe de P. Kastner a dŽveloppŽ un nouveau mod•le de souris 

transgŽnique dans lesquelles lÕADNc de la protŽine fluorescente GFP est intŽgrŽ dans lÕexon 

1 de spi-1. Les souris portant lÕall•le spi-1G/G prŽsentent un dŽficit en BFU-E et un exc•s en 

CFU-E. Les cellules de foie fÏtal spi-1G/G cultivŽes dans des conditions permettant 

lÕamplification des progŽniteurs Žrythrocytaires prolif•rent moins que les cellules spi-1+/+  et 

se diffŽrencient plus vite. De plus, la rŽexpression de spi-1 dans ces cellules restaure une 

prolifŽration au dŽtriment de leur diffŽrenciation (Back et al., 2004). 

Ces rŽsultats montrent que SPI-1 intervient dans lÕauto-renouvellement des progŽniteurs 

Žrythrocytaires et joue un r™le inhibiteur de leur diffŽrenciation. Cette contribution est 
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cohŽrente avec son expression dans les prŽcurseurs Žrythrocytaires et son absence 

dÕexpression dans les stades plus tardifs  de diffŽrenciation (Back et al., 2004; Hromas et al., 

1993). 

 

2- FLI-1 contribue ˆ la prolifŽration des progŽniteurs 

Žrythrocytaires au dŽtriment de leur diffŽrenciation 

 

Nous avons pu voir prŽcŽdemment que la surexpression de fli -1 dans les Žrythroblastes 

aviaires maintient leur prolifŽration et leur survie et bloque leur diffŽrenciation induite par 

lÕEpo (Pereira et al., 1999). Cependant, contrairement aux souris transgŽniques surexprimant 

spi-1, les souris surexprimant fli -1 ˆ partir du promoteur H2k (promoteur de g•ne 

dÕhistocompatibilitŽ) ne dŽveloppent pas dÕŽrythroleucŽmies. Elles dŽveloppent une maladie 

rŽnale causŽe par lÕinfiltration de lymphocytes T auto-rŽactifs rŽsistants ˆ lÕapoptose (Zhang 

et al., 1995). NŽanmoins, lÕabsence de phŽnotype Žrythrocytaire pourrait sÕexpliquer par une 

expression plus faible de fli -1 dans ces souris que celle observŽe par exemple dans les cellules 

ŽrythroleucŽmiques de Friend. En effet, le niveau de surexpression de fli -1 atteint dans ces 

souris nÕexc•de pas deux fois le niveau de la protŽine endog•ne. 

LÕinvalidation de fli -1 chez la souris conduit ˆ une tr•s forte diminution des 

progŽniteurs Žrythrocytaires dans la moelle osseuse (Spyropoulos et al., 2000). Cependant, 

ces souris prŽsentent Žgalement des hŽmorragies rendant difficile lÕinterprŽtation de cette 

diminution. LÕanalyse de la population issue de la rŽgion AGM (Aorta-Gonad-Mesonephros) 

de souris fli -1-/- ˆ E10 montre que les Žrythroblastes polychromatophiles et orthochromatiques 

sont prŽsents en nombre plus important que les proŽrythroblastes et les Žrythroblastes 

basophiles, signant une diffŽrenciation accŽlŽrŽe. De plus, la population AGM des souris fli -1-

/- est composŽe dÕun plus grand nombre dÕŽrythrocytes que les souris sauvages (Kawada et al., 
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2001). Le groupe de F. MorlŽ a dŽveloppŽ un mod•le dÕinvalidation conditionnelle de fli -1 

chez la souris afin dÕŽtablir le r™le de FLI-1 dans lÕhŽmatopo••se adulte. Parmi les effets 

observŽs, nous pouvons noter une augmentation du nombre de BFU-E et de CFU-E expliquŽe 

par une augmentation du nombre de MEP et par une probabilitŽ dÕengagement du MEP vers 

la lignŽe Žrythrocytaire plus importante. En revanche, les colonies formŽes par ces 

progŽniteurs sont plus petites apr•s invalidation de fli -1. Les auteurs ont mis en culture les 

MEP sauvages et dŽlŽtŽs pour FLI-1 pendant 7 jours et ont mesurŽ la prolifŽration et le 

pourcentage de cellules TER119 positives. LÕamplification des MEP dŽlŽtŽs est environ deux 

fois moins importante que celle des MEP sauvages indiquant une rŽduction de la prolifŽration. 

De plus, des analyses complŽmentaires ont mis Žgalement en Žvidence une accŽlŽration de la 

diffŽrenciation des Žrythrocytes dans les souris FLI-1 -/- (Starck et al., 2010). 

LÕensemble de ces rŽsultats dŽmontre que FLI-1 favorise la prolifŽration des 

progŽniteurs Žrythrocytaires au dŽtriment de leur diffŽrenciation. 

 

LÕensemble des Žtudes prŽsentŽes dans cette partie met en Žvidence des contributions 

similaires de SPI-1 et de FLI-1 dans lÕŽrythropo••se. 

 

C) MŽcanismes mis en jeu par FLI-1 et SPI-1 dans la transformation du 

lignage Žrythrocytaire 

 

Comme mentionnŽ dans la partie prŽcŽdente, la production constitutive des facteurs 

FLI-1 et SPI-1 est un ŽvŽnement rŽcurrent des ŽrythroleucŽmies de Friend. Cette partie tentera 

de dresser le bilan des mŽcanismes actuellement connus pour contribuer aux effets de ces 

deux facteurs de transcription (Tableau 1).  
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Tableau 1: Partenaires et g•nes cibles de FLI-1 et SPI-1 contribuant aux fonctions de 
SPI-1 et FLI-1 dans la transformation du lignage Žrythrocytaire 

B : Les g•nes Žcrits en caract•res gras correspondent des g•nes dont la rŽgulation par FLI-1 ou 
SPI-1 est associŽe au recrutement du facteur ETS (montrŽ par ChIP ou EMSA). Les g•nes 
Žcrits en caract•re normal correspondent ˆ des g•nes dont le recrutement de SPI-1 ou de FLI-1 
sur les promoteurs nÕa pas ŽtŽ documentŽ.   

PARTENAIRES 
PROTƒIQUES  

SPI-1 GATA-1 
(Rekthman et al., 1999) 
(Rekthmna et al., 2003) 

(Stopka et al., 2005) 
TLS - P54nrb 

(Hallier et al., 1996) 
(Hallier et al., 1998) 
(Delva et al., 2004) 

p53 Ð p73  
(Tschang et al., 2008) 

FLI-1 EKLF - GATA-1 
(Starck et al., 2003) 

SMAD3 
(Ravasi et al., 2010) 

GéNES CIBLES 
ACTIVƒS 

GéNES CIBLES 
RƒPRIMƒS 

SPI-1 FLI-1 
(Starck et al., 1999) 

CDK6 
(Matushanki et al., 

2003) 
(ChoŽ et al., 2010) 

G•nes cibles de 
GATA-1 

(Rekthman et al., 1999) 
(Rekthman et al., 2003) 

(Stopka et al., 2005) 

FLI-1 BCL-2 
(Lesault et al., 2002) 

MDM-2 
(Truong et al., 2005) 

SLAP 
(Lebigot et al., 2003) 

G•nes cibles dÕEKLF? 
(Starck et al., 2003) 

Rb 
(Tamir et al., 1999) 

SHIP-1 
(Lakhantal et al., 2010) 

A 

B 
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1- MŽcanismes impliquŽs dans les contributions de SPI-1 ˆ la transformation des 

Žrythroblastes 

 

1-1 Partenaires protŽiques de SPI-1 

 

Antagonisme fonctionnel entre SPI-1 et GATA-1 

Comme nous avons pu le voir, SPI-1 participe au blocage de la diffŽrenciation des 

cellules ŽrythroleucŽmiques de Friend. Dans le but de dŽterminer les mŽcanismes par lesquels 

SPI-1 bloque la diffŽrenciation des cellules Žrythrocytaires, le groupe dÕA.I. Skoultchi a 

cherchŽ des interactions possibles entre SPI-1 et des facteurs de transcription Žrythrocytaires 

prŽsents dans les cellules MEL tels que EKLF et GATA-1 ou des cofacteurs de transcription 

comme FOG-1. Par des expŽriences de Ç GST- pull down È et de coimmunoprŽcipitation dans 

les cellules MEL, ce groupe a pu montrer une interaction directe entre SPI-1 et GATA-1. 

Cette interaction nŽcessite le domaine ˆ doigt de zinc de GATA-1 et les domaines de liaison ˆ 

lÕADN et de transactivation de SPI-1 et conduit ˆ lÕinhibition de lÕactivitŽ transcriptionnelle 

de GATA-1 (Rekhtman et al., 1999). 

 RŽciproquement, C. Nerlov et al. ont montrŽ que GATA-1 est Žgalement capable de 

rŽprimer les fonctions transcriptionnelles de SPI-1 (Nerlov et al., 2000). De mani•re 

intŽressante, la surexpression dÕune protŽine GATA-1 fusionnŽe au domaine de liaison au 

ligand du rŽcepteur aux androg•nes induit la diffŽrenciation des cellules MEL en prŽsence 

dÕoestradiol et attŽnue la tumorigŽnicitŽ de ces m•mes cellules (Choe et al., 2003). Ces 

rŽsultats sugg•rent lÕexistence dÕun antagonisme fonctionnel entre GATA-1 et SPI-1 qui 

conditionnerait le choix entre prolifŽration et diffŽrenciation des Žrythroblastes. 

Afin de mieux comprendre comment SPI-1 inhibe les fonctions transcriptionnelles de 

GATA-1, le groupe dÕA.I. Skoultchi a menŽ des expŽriences dÕimmunoprŽcipitation de la 
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chromatine (ChIP) dans les cellules humaines U2OS en prŽsence ou en absence de SPI-1 et de 

GATA-1. Ces expŽriences ont permis de montrer que SPI-1 est recrutŽ au niveau des 

promoteurs cibles de GATA-1 via son interaction avec ce dernier. DÕautre part, ils ont pu 

montrer une interaction entre SPI-1 et pRb dans les cellules MEL. Un mutant SPI-1 incapable 

dÕinteragir avec cette protŽine est incapable de rŽprimer GATA-1 et de bloquer la 

diffŽrenciation de ces cellules (Rekhtman et al., 2003). Ces donnŽes sugg•rent la formation 

dÕun complexe GATA-1-SPI-1-pRB qui rŽprime lÕexpression des g•nes cibles directs de 

GATA-1 et conduit au blocage de la diffŽrenciation. 

De nouvelles expŽriences de ChIP menŽes par le m•me groupe dans les cellules MEL 

ont permis de montrer que la prŽsence de SPI-1 et de pRb au niveau de ces rŽgions est 

associŽe ˆ une mŽthylation de la lysine 9 de lÕhistone H3 (H3K9) marquant un Žtat rŽpresseur 

de la chromatine. Les auteurs ont pu mettre en Žvidence le co-recrutement de lÕHistone 

methyltransferase Suv39h dŽcrite pour interagir avec pRB et de la protŽine HP1! . 

LÕinduction de la diffŽrenciation de ces cellules par la surexpression dÕune protŽine GATA-1 

fonctionnelle ou par le DMSO ou encore par la rŽpression de spi-1 par interfŽrence par lÕARN 

est associŽe ˆ la perte du recrutement du complexe SPI-1-pRB-Suv39h-HP1!  sur les sites 

GATA-1 tandis que GATA-1 est toujours prŽsent sur ces rŽgions. LÕabsence de ce complexe 

rŽpresseur sÕaccompagne dÕun Žchange dÕhistones avec lÕintŽgration du variant dÕhistone 

H3.3 et lÕacŽtylation de H3K9 signant un Žtat permissif de la chromatine. LÕhistone acŽtyl 

transfŽrase CBP, connue pour interagir avec GATA-1, est Žgalement recrutŽe au niveau des 

sites GATA-1 (Stopka et al., 2005). 

SPI-1 crŽe donc une structure chromatinienne rŽpressive conduisant ˆ la rŽpression des 

g•nes cibles de GATA-1 et au blocage de la diffŽrenciation des cellules MEL (Figure 8). 

!

!
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Interaction avec des facteurs dÕŽpissage 

Des expŽriences de Ç GST-pull down È et de coimmunoprŽcipitations ont Žgalement  

mis en Žvidence une interaction entre SPI-1 et les facteurs dÕŽpissage TLS et p54nrb. Ces deux 

facteurs sont capables de lier lÕARN et favoriser la sŽlection du site 5Õ dÕŽpissage le plus 

MEL non diffŽrenciŽes MEL diffŽrenciŽes 

Surexpression de GATA-1 
ou 

DMSO/HMBA 
ou 

siARN spi-1 

Figure 8 : MŽcanismes molŽculaires conduisant au blocage de la diffŽrenciation des cellules 
                MEL par SPI-1 (dÕapr•s Stopka, 2005) 

Dans les cellules MEL non diffŽrenciŽes (partie gauche),  SPI-1 est recrutŽ au niveau des sites 
GATA via GATA-1 et co-recrute les protŽines pRb, Suv39h et HP1 conduisant ˆ la mŽthylation de 
H3K9. Cette structure chromatinienne fermŽe rŽprime lÕexpression des g•nes cibles de GATA-1 et 
contribue au blocage la  diffŽrenciation des cellule MEL. 

LÕinversion de la stÏchiomŽtrie relative des facteurs GATA-1 et SPI-1 soit par la surexpression 
de GATA-1, soit par des drogues chimiques comme le DMSO ou lÕHMBA ou encore par la 
rŽpression de spi-1 par siARN induit la diffŽrenciation des cellules MEL (partie droite). Cette 
diffŽrenciation sÕaccompagne de lÕintŽgration de lÕhistone H3.3 et le recrutement de CBP conduisant 
ˆ lÕacŽtylation de H3K9. Cette structure chromatinienne ouverte permet la rŽexpression des g•nes 
cibles de GATA-1. 
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distal des ARNm. LÕinteraction avec SPI-1 emp•che la fonction de TLS sur un minig•ne E1A 

et rŽprime Žgalement lÕŽpissage dÕun minig•ne de globine beta contenant ses deux premiers 

exons sŽparŽs par un intron (Hallier et al., 1998; Hallier et al., 1996). LÕanalyse fonctionnelle 

de mutants de SPI-1 dŽpourvus de diffŽrents domaines a permis de mettre en Žvidence que cet 

effet nŽgatif de SPI-1 sur lÕactivitŽ de TLS est dŽpendante de son domaine de liaison ˆ lÕADN 

et de son domaine de transactivation (Delva et al., 2004). DÕautre part, lÕanalyse de lÕŽpissage 

du minig•ne E1A placŽ sous le contr™le dÕun promoteur rŽpondant ou non ˆ SPI-1 a permis de 

montrer que lÕactivitŽ de liaison ˆ lÕADN de SPI-1 est nŽcessaire pour cette fonction de SPI-1 

(Guillouf et al., 2006). Pris ensemble, ces rŽsultats montrent lÕimportance du domaine de 

liaison ˆ lÕADN dans les effets de SPI-1 sur lÕŽpissage. 

La rŽduction du taux de protŽine SPI-1 induite par le DMSO est corrŽlŽe ˆ lÕinclusion 

de lÕexon 16 du g•ne codant la protŽine 4.1R. Cet ŽvŽnement est Žgalement observŽ au cours 

de la diffŽrenciation Žrythrocytaire normale. LÕexon 16 code une partie du domaine de liaison 

ˆ lÕactine et ˆ la spectrine permettant lÕancrage de la protŽine 4.1R ˆ la membrane du globule 

rouge. La surexpression de spi-1 dans les lignŽes SFFV et F-MuLV rŽduit significativement 

lÕinclusion de cet exon. A lÕinverse, la rŽpression de spi-1 par siARN augmente cette 

inclusion (Blaybel et al., 2008; Theoleyre et al., 2004). Ces rŽsultats montrent que SPI-1 

contr™le lÕŽpissage de lÕexon 16 du g•ne 4.1R. 

SPI-1 pourrait donc contribuer au blocage de la diffŽrenciation Žrythrocytaire en 

rŽgulant des ŽvŽnements dÕŽpissage. 

 

Interaction avec les membres de la famille p53 

Des expŽriences de co-immunoprŽcipitations menŽes dans les cellules leucŽmiques 

REH ont montrŽ une interaction entre SPI-1 et les facteurs de transcription p53 et p73. La 

rŽpression de spi-1 par shARN conduit ˆ une augmentation du taux de transcrits ciblŽs par ces 
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deux facteurs comme p21 ou encore Bax. Ces rŽsultats sugg•rent que SPI-1 pourrait inhiber 

les activitŽs transcriptionnelles de p53 et p73 (Tschan et al., 2008). 

Cette Žtude menŽe dans un contexte non ŽrythroleucŽmique sugg•re quÕune des 

contributions de SPI-1 ˆ la rŽsistance ˆ lÕapoptose et ˆ lÕarr•t de prolifŽration pourrait •tre 

dÕinhiber les fonctions transcriptionnelles de ces deux facteurs de transcription. Des Žtudes 

menŽes dans les cellules MEL doivent •tre entreprises pour pouvoir tester cette hypoth•se. 

 

1-2 Identification de g•nes cibles de SPI-1 impliquŽs dans ses 

contributions 

 

Une des hypoth•ses expliquant la contribution de SPI-1 au phŽnotype leucŽmique est 

que ce facteur dŽrŽgulerait lÕexpression de g•nes impliquŽs dans ce processus. Plusieurs 

Žtudes ont ŽtŽ rŽalisŽs afin dÕidentifier ces g•nes. Cette partie traitera de certains g•nes dont la 

contribution dans les effets de SPI-1 dans la prolifŽration et le blocage de la diffŽrenciation 

des Žrythroblastes a ŽtŽ montrŽe.  

 

SPI-1 est un activateur transcriptionnel du g•ne fli -1 

Le groupe de F. MorlŽ a mis en Žvidence que toutes les lignŽes dŽrivŽes de souris 

infectŽes par le virus de Friend et exprimant spi-1 expriment Žgalement le g•ne fli -1. Le 

traitement par lÕHMBA de la lignŽe 745A, qui conduit ˆ la rŽpression de spi-1, conduit 

Žgalement ˆ une rŽduction du taux de protŽine et de transcrits FLI-1. Ces rŽsultats sugg•rent 

que SPI-1 pourrait rŽguler positivement lÕexpression du g•ne fli-1. En accord avec cette 

hypoth•se, les cellules ŽrythroleucŽmiques DS19 surexprimant spi-1 ont un taux de protŽine 

et de transcrits FLI-1 plus important que celui des cellules DS19 contr™les, y compris en 

prŽsence dÕHMBA. Afin de dŽterminer si cette rŽgulation de FLI-1 par SPI-1 est la 
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consŽquence du recrutement de SPI-1 sur le promoteur de fli -1, les auteurs ont rŽalisŽ des 

expŽriences dÕEMSA (Electrophoretic Mobility Shift Assay) en utilisant des sondes 

sÕhybridant avec les sites ETS conservŽs identifiŽs par le m•me groupe au niveau du 

promoteur -270/-41 de fli -1. Ces expŽriences ont permis de montrer in vitro le recrutement de 

SPI-1 au niveau du promoteur du g•ne fli -1 (Starck et al., 1999). 

Ces rŽsultats montrent donc que SPI-1 est un activateur transcriptionnel direct du g•ne 

fli -1. BasŽ sur le fait que la surexpression de fli -1 dans les cellules 745A inhibe la 

diffŽrenciation induite par lÕHMBA (Starck et al., 1999), lÕactivation de FLI-1 semble •tre un 

autre mŽcanisme par lequel SPI-1 contribue au blocage de la diffŽrenciation des cellules 

MEL. Les contributions de FLI-1 dans le contr™le de la diffŽrenciation des cellules 

ŽrythroleucŽmiques de Friend seront dŽtaillŽes dans le paragraphe B-2. 

 

SPI-1 active lÕexpression de cdk6 

LÕinduction de la diffŽrenciation des cellules ŽrythroleucŽmiques de Friend par le 

DMSO sÕaccompagne dÕun arr•t de la prolifŽration. Afin de dŽterminer les mŽcanismes qui 

peuvent expliquer cet arr•t, I. Matushanky et al. ont analysŽ lÕexpression de kinases 

dŽpendantes des cyclines impliquŽes dans le cycle cellulaire, en particulier CDK2, CDK4 et 

CDK6. Le traitement au DMSO des cellules MEL entraine une diminution tardive du taux des 

protŽines CDK2 et CDK4, diminution pouvant •tre liŽe ˆ lÕactivation des inhibiteurs de CDK. 

En revanche, le taux de protŽine et le taux dÕARNm CDK6 diminuent tr•s prŽcocement suite 

ˆ ce traitement suggŽrant que la rŽpression de cdk6 pourrait jouer un r™le dans lÕarr•t de 

prolifŽration induit par le DMSO. Afin de tester cette hypoth•se, les auteurs ont surexprimŽ 

une version ŽtiquetŽe de la protŽine CDK6 humaine insensible ˆ lÕaction des inhibiteurs de 

CDK. La surexpression de cette protŽine de fusion rŽduit de mani•re significative la 

proportion de cellules hŽmoglobinisŽes. Ces rŽsultats sugg•rent que lÕarr•t de prolifŽration 
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provoquŽ par le DMSO est dŽpendant de la rŽpression de CDK6. Ces rŽsultats montrent 

Žgalement une corrŽlation entre la diminution de lÕexpression de spi-1 et la diminution de 

celle de cdk6. Afin dÕŽtablir un lien entre SPI-1 et CDK6, le groupe dÕA.I. Skoultchi a 

surexprimŽ une protŽine SPI-1 fusionnŽe au domaine de liaison au ligand du rŽcepteur ˆ 

lÕÏstrog•ne. LÕactivation de cette protŽine par lÕoestradiol maintient le niveau de protŽine et 

de transcrits CDK6 en prŽsence de DMSO indiquant donc que CDK6 est une cible de SPI-1 

(Matushansky et al., 2003). Des analyses de ChIP avec un anticorps anti-SPI-1 ˆ partir de 

chromatine extraites de cellules MEL ont permis de mettre en Žvidence le recrutement de SPI-

1 sur le promoteur de CDK6 (Choe et al., 2010). 

Ces rŽsultats sugg•rent donc que SPI-1 pourrait contribuer ˆ la prolifŽration des cellules 

ŽrythroleucŽmiques de Friend en activant directement lÕexpression de cdk6, kinase importante 

pour le passage des cellules de la phase G1 ˆ la phase S du cycle cellulaire. 

 

1-3 Lien entre SPI-1 et la rŽplication 

 

Des donnŽes rŽcentes du groupe de C. Guillouf et F. Moreau-Gachelin mettent en 

Žvidence que la rŽpression de lÕexpression de spi-1 dans les proŽrythroblastes dŽrivŽs des 

souris transgŽniques SPI-1 allonge la durŽe de la phase S du cycle cellulaire. Des analyses 

complŽmentaires menŽes dans ces m•mes cellules et dans la lignŽe leucŽmique humaine 

K562 ont permis de montrer que SPI-1 accŽl•re la progression de la fourche de rŽplication 

sans causer de dommages ˆ lÕADN. En revanche, cette accŽlŽration augmente la mutabilitŽ de 

lÕADN (RimmelŽ et al., 2010). Ces donnŽes mettent donc en Žvidence une nouvelle fonction 

oncogŽnique de SPI-1 qui est de favoriser une instabilitŽ gŽnŽtique caractŽristique des cellules 

cancŽreuses. En revanche, les mŽcanismes par lesquels SPI-1 contribue ˆ lÕaccŽlŽration de la 

rŽplication dans les proŽythroblastes ne sont pas encore connus.  
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Pour rŽsumer, ces rŽsultats mettent en avant une contribution de SPI-1 au blocage de la 

diffŽrenciation, ˆ la prolifŽration et ̂ la survie cellulaire en contr™lant lÕexpression de g•nes 

impliquŽs dans ces processus, en modulant lÕactivitŽ de certains partenaires protŽiques et en 

favorisant une instabilitŽ gŽnŽtique. 

 

 

2- MŽcanismes impliquŽs dans les contributions de FLI-1 ˆ la transformation de 

la lignŽe Žrythrocytaire 

 

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!! "#$%&'()*&+'),$-'.(/+01),$2)$345"#$

 

Antagonisme fonctionnel entre les facteurs FLI-1 et EKLF (Figure 9) 

Comme indiquŽ prŽcŽdemment, la surexpression de FLI-1 bloque la diffŽrenciation des 

cellules ŽrythroleucŽmiques de Friend induite par lÕHMBA. En accord avec ces rŽsultats, FLI-

1 attŽnue lÕaugmentation de la fluorescence GFP induite par lÕHMBA lorsque le g•ne codant 

la GFP est placŽ sous le contr™le de la LCR des g•nes de globines beta montrant donc que 

FLI-1 rŽprime lÕexpression de marqueurs de la diffŽrenciation Žrythrocytaire. Afin de 

dŽterminer comment FLI-1 contribue au blocage de la diffŽrenciation des cellules MEL, le 

groupe de F. MorlŽ a cherchŽ ˆ identifier des partenaires de FLI-1 en focalisant leur Žtude sur 

deux facteurs de transcription connus pour rŽguler lÕexpression de la Globine beta, GATA-1 

et EKLF. Des expŽriences de Ç GST-pull-down È et de co-immunoprŽcipitations ont permis 

de mettre en Žvidence lÕinteraction de FLI-1 avec ces deux facteurs. Les auteurs ont alors 

entrepris des expŽriences de g•nes rapporteurs afin de tester lÕimplication de ces interactions 

sur les activitŽs transcriptionnelles de GATA-1 et dÕEKLF. Contrairement ˆ ce que les auteurs 
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attendaient, la coexpression de GATA-1 et de FLI-1 augmente significativement lÕactivitŽ 

lucifŽrase placŽe sous le contr™le dÕŽlŽments de rŽponse de GATA-1. En revanche, la 

coexpression de FLI-1 et EKLF attŽnue lÕexpression de la lucifŽrase induite par EKLF 

lorsquÕelle est placŽe sous le contr™le dÕŽlŽments de rŽponse de EKLF. RŽciproquement,!
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Figure 9 : Antagonisme fonctionnel entre FLI-1 et EKLF 
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EKLF rŽprime lÕactivation de la lucifŽrase par FLI-1 quand celle-ci est contr™lŽe par un 

promoteur rŽpondant ˆ ce facteur. Ces rŽsultats montrent lÕexistence dÕun antagonisme 

fonctionnel entre FLI-1 et EKLF (Starck et al., 2003). 

EKLF est un facteur de transcription de la famille KLF. LÕinvalidation dÕEKLF chez la 

souris a permis de montrer sa contribution ˆ la diffŽrenciation Žrythrocytaire (Coghill, 2001 ; 

Hodge, 2006). En particulier, les Žtudes menŽes par les groupes de F. MorlŽ et J. Bieker ont 

permis de montrer quÕEKLF favorise lÕengagement du progŽniteur bipotent MEP vers la 

lignŽe Žrythrocytaire (Bouilloux et al., 2008; Frontelo et al., 2007). LÕantagonisme 

fonctionnel entre FLI-1 et EKLF est retrouvŽ au niveau du contr™le de la fourche de 

diffŽrenciation Žrythro-mŽgacaryocytaire. Ainsi, les groupe de F. MorlŽ et J. Bieker ont pu 

montrer que la contribution dÕEKLF passe au moins en partie par la rŽpression des g•nes 

mŽgacaryocytaires, en particulier par la rŽpression de lÕexpression de fli -1 (Bouilloux et al., 

2008; Frontelo et al., 2007). De plus, lÕaugmentation du taux de transcrit des g•nes 

mŽgacaryocytaires, fli -1 compris, est associŽe ˆ un recrutement plus important de FLI-1 sur le 

promoteur de ses g•nes cibles ainsi quÕˆ une augmentation du recrutement de GATA-1 sur le 

promoteur dÕau moins un des g•nes cibles de FLI-1 (Bouilloux et al., 2008).  

Les mŽcanismes mis en jeu par FLI-1 pour rŽprimer rŽciproquement les g•nes cibles de 

EKLF demeurent tr•s mal compris. Le mod•le proposŽ par J. Starck et al. selon lequel FLI-1 

rŽprime les g•nes cibles de EKLF par son recrutement indirect sur leur promoteur nŽcessite 

encore des expŽriences de ChIP pour •tre confirmŽ. SÕappuyant sur les derniers rŽsultats citŽs, 

une autre possibilitŽ pourrait •tre un dŽtournement de GATA-1 sur les g•nes cibles de FLI-1 

contribuant ˆ lÕactivation de leur expression. Une autre possibilitŽ pourrait •tre que FLI-1 

emp•che la fixation de GATA-1 et dÕEKLF sur les promoteurs cibles de ce dernier 

contribuant ˆ la rŽpression de lÕexpression des g•nes cibles dÕEKLF. Des mŽcanismes plus 

indirects ne sont pas ˆ exclure. 
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!!!!!2-2 Identification de g•nes cibles de FLI-1 

 

Le facteur FLI-1 rŽgule lÕexpression de g•nes qui sont impliquŽs dans diffŽrents 

processus. Des Žtudes ont permis dÕidentifier certains g•nes cibles susceptibles dÕexpliquer les 

contributions de FLI-1 ˆ la transformation de la lignŽe Žrythrocytaire. 

 

FLI -1 interf•re avec la voie de signalisation Epo/EpoR 

FLI-1 bloque la diffŽrenciation des Žrythroblastes aviaires induite par lÕEpo. Afin de 

dŽterminer les mŽcanismes mis en jeu par FLI-1 dans cette contribution, le groupe de J. 

Ghysdael a cherchŽ ˆ identifier des g•nes dŽrŽgulŽs par la prŽsence de FLI-1 par la stratŽgie 

de RDA (Representational Difference Analysis) en comparant les ADNc issus 

dÕŽrythroblastes contr™les ou surexprimant FLI-1. Cette stratŽgie a permis de mettre en 

Žvidence une surreprŽsentation dÕARNm dÕun g•ne homologue au g•ne SLAP (Src-Like 

Adaptor Protein) murin dans la librairie FLI-1. La protŽine codŽe par ce g•ne est un 

adaptateur possŽdant des domaines SH2 (Src Homology domain 2) et SH3 (Src Homology 

domain 3) lui permettant des interactions avec des phosphotyrosines et des domaines riches 

en proline. Afin dÕidentifier la contribution de SLAP dans la diffŽrenciation induite par 

lÕEpoR, les auteurs ont surexprimŽ SLAP ˆ un niveau Žquivalent ˆ celui retrouvŽ dans les 

Žrythroblastes surexprimant fli -1. Alors que cette surexpression nÕa pas dÕeffet dans les 

cellules non traitŽes par lÕEpo, les cellules surexprimant SLAP ont perdu leur capacitŽ ˆ se 

diffŽrencier en prŽsence dÕEpo. Le blocage de la diffŽrenciation de ces Žrythroblastes est 

corrŽlŽ ˆ une rŽduction du niveau de phosphorylation de la protŽine STAT5 induite par la 

prŽsence de lÕEpo. Ces rŽsultats montrent donc que la surexpression de SLAP rŽprime la 



! S] !

diffŽrenciation des Žrythroblastes aviaires et alt•re la voie de signalisation induite par lÕEpo 

(Lebigot et al., 2003). 

Ces rŽsultats sugg•rent quÕune des contributions de FLI-1 au blocage de la 

diffŽrenciation des Žrythroblastes aviaires pourrait •tre dÕaltŽrer les voies de signalisation 

induite par lÕEpoR via lÕactivation du g•ne SLAP. En revanche, lÕidentification de slap en tant 

que cible directe de FLI-1 reste ˆ dŽmontrer.  

 

RŽpression de lÕexpression du g•ne pRb 

 La lignŽe HB60 est une lignŽe ŽrythroleucŽmique de Friend prŽsentant une intŽgration 

provirale du virus SFFV en amont du g•ne spi-1 et qui exprime fli -1. La prolifŽration de cette 

lignŽe est dŽpendante de lÕEpo et du SCF. La prŽsence dÕEpo seule dans le milieu de culture 

induit leur diffŽrenciation. Cette diffŽrenciation est associŽe ˆ la diminution de lÕexpression 

de fli -1. LÕexpression forcŽe de fli -1 dans ces cellules maintient leur prolifŽration en rŽponse ˆ 

lÕEpo. Afin dÕidentifier les mŽcanismes contribuant ˆ cet effet de FLI-1, Tamir et al. ont 

cherchŽ des g•nes pouvant •tre rŽgulŽs par FLI-1. Parmi ces g•nes, les auteurs se sont 

intŽressŽs ˆ la protŽine pRb (Retinoblastoma protein) dont lÕinvalidation chez la souris 

provoque une Žrythropo••se dŽfectueuse (Maandag et al., 1994). Le promoteur du g•ne Rb 

contient une sŽquence reconnue par FLI-1. Des expŽriences dÕEMSA et de ChIP ont mis en 

Žvidence le recrutement de FLI-1 sur cette rŽgion. Des tests de g•nes rapporteurs ont permis 

de mettre en Žvidence que le recrutement de FLI-1 sur cette rŽgion rŽprime son activitŽ 

promotrice. De plus, les cellules 3T3 surexprimant fli -1 ont un taux de protŽine pRB plus 

faible que celui des cellules contr™les. FLI-1 rŽgule donc nŽgativement et directement 

lÕexpression du g•ne codant la protŽine pRB. La surexpression de pRB dans les cellules Saos-

2 surexprimant fli -1 induit une diminution du nombre de colonies en milieu semi-solide 

(Tamir et al., 1999).  
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Ces rŽsultats sugg•rent quÕune des contributions de FLI-1 ˆ la prolifŽration des 

Žrythroblastes pourrait •tre de rŽprimer directement lÕexpression du g•ne pRB dŽcrit pour son 

action anti-prolifŽrative. 

 

FLI-1 active lÕexpression de mdm-2 

LÕinactivation de p53 est un ŽvŽnement rŽcurrent de la pathologie de Friend. Ce facteur 

est essentiellement rŽgulŽ au niveau protŽique, en particulier au niveau de la stabilitŽ de sa 

protŽine par lÕubiquitine ligase MDM-2. 

LÕanalyse du promoteur de MDM-2 rŽv•le deux sites de fixation pour les facteurs ETS, 

dont un est une sŽquence reconnue par FLI-1. Des expŽriences de ChIP et dÕEMSA ˆ partir de 

cellules exprimant fli -1 ont permis de montrer la fixation de FLI-1 au niveau de la rŽgion 

contenant ces deux sites ETS. LÕexpression de la lucifŽrase placŽe sous le contr™le de cette 

rŽgion est activŽe par lÕexpression de FLI-1, activation perdue apr•s mutation des deux sites 

ETS. De plus, la surexpression de FLI-1 dans les cellules HB60-5 augmente le taux de 

protŽine MDM-2 et la diminution consŽquente du taux de protŽine p53 (Truong et al., 2005). 

LÕactivation de MDM-2 et la rŽpression consŽcutive de p53 pourraient contribuer aux 

fonctions de FLI-1 dans la prolifŽration et dans le maintien de la survie des Žrythroblastes. 

 

FLI-1 rŽprime lÕexpression de ship-1 

SHIP-1 (SH2 domain-containing inositol-5-phosphatase-1) est une phosphatase qui 

dŽphosphoryle notamment les kinases PI3K/Akt et MAPK. LÕinvalidation de SHIP-1 chez la 

souris induit une augmentation du pool de progŽniteurs Žrythrocytaires (Harder et al., 2004). 

La progression tumorale induite par lÕinfection des souris SHIP-1-/- avec le virus F-MuLV est 

plus rapide que chez des souris sauvages. Ces rŽsultats montrent que la perte de SHIP-1 est 

importante pour le processus ŽrythroleucŽmique. LÕanalyse comparŽe du profil dÕexpression 
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de fli -1 et de ship-1 dans diffŽrentes lignŽes montre une corrŽlation inverse entre ces deux 

protŽines. LÕanalyse du promoteur du g•ne ship-1 rŽv•le la prŽsence de sites ETS. Des 

expŽriences de ChIP montrent que FLI-1 est recrutŽe sur ce promoteur. LÕexpression dÕun 

g•ne rapporteur placŽ sous le contr™le de cette rŽgion est rŽprimŽe par des doses croissantes 

de FLI-1. Cette rŽpression est perdue lorsque le site ETS est mutŽ. Ces rŽsultats dŽmontrent 

que le recrutement de FLI-1 sur le promoteur de ship-1 est associŽ ˆ la rŽpression de son 

expression. 

Afi n de dŽterminer la contribution de cette rŽpression dans la lignŽe ŽrythroleucŽmique 

HB60-5, la rŽpression de ship-1 par interfŽrence par lÕARN a ŽtŽ entreprise. Celle-ci a rŽvŽlŽ 

que lÕabsence de SHIP-1 permet le maintien de la prolifŽration au dŽtriment de la 

diffŽrenciation de ces cellules induite par lÕEpo (Lakhanpal et al., 2010). 

Ces rŽsultats dŽmontrent que FLI-1 pourrait contribuer ˆ la prolifŽration ainsi quÕau 

blocage de la diffŽrenciation des cellules ŽrythroleucŽmiques en rŽprimant lÕexpression de 

ship-1. 

 

FLI-1 rŽgule lÕexpression du g•ne bcl-2 

Afin de dŽterminer les mŽcanismes mis en jeu par FLI-1 dans le maintien de la survie 

(Pereira et al., 1999), le groupe de J. Ghysdael sÕest intŽressŽ ˆ la protŽine anti-apoptotique 

bcl-2. Le dosage du transcrit bcl-2 par RT-PCR montre un taux plus important de bcl-2 dans 

les Žrythroblastes surexprimant fli -1 que celui des Žrythroblastes contr™les suggŽrant que FLI-

1 active lÕexpression de bcl-2. LÕanalyse du promoteur du g•ne montre la prŽsence de sites de 

reconnaissance de FLI-1. Des expŽriences de ChIP suivie dÕune analyse par PCR non 

quantitative avec un couple dÕoligonuclŽotides amplifiant le promoteur avec les sites ETS 

montre un faible signal suggŽrant que FLI-1 pourrait •tre recrutŽe in vivo sur le promoteur de 

bcl-2.  
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LÕinhibition de BCL-2 par la Me-Antimycin induit lÕapoptose des Žrythroblastes 

surexprimant FLI-1. Au contraire, lÕexpression forcŽe de bcl-2 dans les Žrythroblastes 

nÕexprimant pas fli -1 et en absence dÕEpo maintient leur survie comme lÕexpression forcŽe de 

fli-1.  

De plus, les auteurs ont montrŽ une corrŽlation entre le niveau dÕexpression de fli -1 et 

celui de bcl-2 dans les lignŽes ŽrythroleucŽmiques de Friend. Ainsi, le niveau dÕexpression de 

bcl-2 dans les cellules F-MuLV est plus important que dans celui des lignŽes SFFV suivant 

ainsi parfaitement le pattern dÕexpression de fli -1 (Lesault et al., 2002). Ces rŽsultats 

sugg•rent que lÕactivation de bcl-2 pourrait contribuer aux fonctions de FLI-1 dans le 

maintien de la survie des clones ŽrythroleucŽmiques de Friend. 

 

En conclusion, FLI-1 participe ˆ la transformation de la lignŽe Žrythrocytaire en activant 

ou en rŽprimant directement lÕexpression de certains g•nes et/ou en modulant lÕactivitŽ 

transcriptionnelle de ses partenaires protŽiques. 

 

D) G•nes cibles communes ˆ FLI-1 et ˆ SPI-1 ? 

 

1- Classification de la famille ETS en quatre sous-groupes (Figure 7)  

 

Les membres de la famille ETS reconnaissent tous un motif cÏur consensus dont la 

sŽquence est GGAA avec une affinitŽ plus ou moins grande selon les nuclŽotides flanquants 

qui varient dÕun facteur ˆ lÕautre. Afin dÕŽvaluer le degrŽ de spŽcificitŽ de fixation, le groupe 

de J. Taipale a rŽalisŽ deux types dÕexpŽriences in vitro. La technique Ç microwell-based 

assay È consiste bri•vement ˆ mettre dans un micropuits le domaine de liaison ˆ lÕADN du 

facteur ETS dÕintŽr•t fusionnŽ ˆ la Renilla lucifŽrase et un oligonuclŽotide contenant la 
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sŽquence de forte affinitŽ pour tous les facteurs ETS connus en prŽsence dÕun exc•s 

dÕoligonuclŽotide prŽsentant des mutations. LÕactivitŽ du g•ne rapporteur est mesurŽe et est 

inversement proportionnelle ˆ lÕaffinitŽ du domaine de liaison ˆ lÕADN pour lÕoligonuclŽotide 

mutŽ. LÕautre technique utilisŽe dans cette Žtude est la technique de Ç protein-binding 

microarrays È. Elle permet de dŽterminer la fixation dÕun facteur de transcription sur des 

oligom•res de 10 nuclŽotides de sŽquence alŽatoire placŽs sur une puce ˆ ADN contenant 

toutes les combinaisons. Ces deux techniques qui sont couramment utilisŽes en contr™le de 

lÕautre ont permis de classer la famille ETS en quatre sous-familles en fonction de la sŽquence 

environnant le site consensus GGAA (Wei et al., 2010) (Figure 7). LÕanalyse des sŽquences 

des rŽgions enrichies apr•s la technique de ChIP-Seq a permis de confirmer in vivo les 

sŽquences dŽterminŽes in vitro pour certains de ces facteurs.  

Selon cette classification, FLI-1 et SPI-1 appartiennent ˆ deux sous-groupes diffŽrents. 

 

2- Certains membres de la famille ETS rŽgulent des g•nes cibles communs 
 

IndŽpendamment de ces approches in vitro, le groupe de B.J. Graves a rŽalisŽ 

lÕinventaire des sites de recrutement de trois facteurs de la famille ETS, GABP! , ETS-1 et 

ELF-1 par la technique de ChIP on chip dans la lignŽe cellulaire Jurkat. Cette analyse a rŽvŽlŽ 

lÕexistence de promoteurs recrutant spŽcifiquement lÕun ou lÕautre de ces facteurs ainsi que 

des rŽgions de recrutement communes ˆ ces trois protŽines (Hollenhorst et al., 2007).  

Le sŽquen•age ˆ haut dŽbit de fragments de chromatine issus de ChIP dÕautres facteurs 

ETS, ˆ savoir ERG, SPI-1, SPDEF, ELF1 ainsi que pour les protŽines de fusion impliquant 

FLI-1 (EWS/FLI-1) et ERG (EWS/ERG) a Žgalement ŽtŽ rŽalisŽ par le groupe de J. Taipale. 

Cette technique, appelŽ ChIP-Seq permet dÕinventorier lÕensemble des sites de recrutement 

dÕun facteur de transcription sur lÕensemble du gŽnome. En revanche, contrairement au ChIP 

on chip utilisŽ par le groupe de B.J. Graves, le ChIP-Seq nÕest pas limitŽ aux promoteurs. Ces 
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analyses ont permis de montrer que ces facteurs partagent Žgalement des sites de recrutement 

communs. De fa•on intŽressante, le positionnement des sites de recrutement des facteurs ETS 

par rapport au +1 de la transcription montre que les sites communs ˆ des facteurs ETS de 

deux sous-classes diffŽrentes sont prŽfŽrentiellement localisŽs au niveau de sŽquences 

promotrices (Wei et al., 2010). 

  Enfin, le groupe dÕA.D. Sharrocks a Žgalement mis en Žvidence des g•nes cibles 

directs communs ˆ ELK-1 et SAP-1 dans la lignŽe EcR293 (Boros et al., 2009). 

LÕensemble de ces rŽsultats met en Žvidence que les membres de la famille des facteurs 

ETS peuvent •tre recrutŽs sur les m•mes rŽgions et potentiellement rŽguler les m•mes g•nes 

cibles.  

LÕŽtude de Wei a mis en Žvidence des rŽgions communes de recrutement pour FLI-1 et 

SPI- 1 suggŽrant que ces deux facteurs pourraient rŽguler des m•mes g•nes cibles. 

 

IV -  LA BIOGENESE DES RIBOSOMES 
 

Les protŽines constituent plus de 80 % de la masse s•che dÕune cellule. Afin dÕassurer 

la fonction et lÕintŽgritŽ de la cellule, la synth•se des protŽines doit •tre finement rŽgulŽe. 

La synth•se protŽique, appelŽe traduction, sÕeffectue dans le cytoplasme ˆ partir 

dÕARNm. Elle fait intervenir des facteurs de traduction, des ARNm, des ARNt et les 

ribosomes.  

Les ribosomes sont constituŽs de deux sous-unitŽs, la grande (60S) et la petite (40S) 

sous-unitŽs. Les ribosomes contiennent des protŽines et quatre ARNr diffŽrents. La grande 

sous-unitŽ comprend 48 protŽines ribosomiques (RPL) et les ARNr 5S, 5,8S et 28S. La petite 

sous-unitŽ comprend 33 protŽines ribosomiques (RPS) et lÕARNr 18S. LÕactivitŽ catalytique 

des ribosomes est portŽe par ces ARN. 
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Cette partie de mon introduction traitera de la biogen•se des ribosomes dans les 

conditions physiologiques ainsi que des pathologies liŽes ˆ des perturbations de cette 

biogen•se. 

 

 

 

A) Localisation et Žtapes de la biogen•se des ribosomes 

 

1- Le nuclŽole 

 

La biogen•se des ribosomes se dŽroule dans le nuclŽole (Stoykova et al., 1985). Le 

nuclŽole est un corps nuclŽaire composŽ de trois rŽgions qui sont du centre vers la pŽriphŽrie 

le centre fibrillaire (FC), la zone fibrillaire dense (DFC) et la zone granulaire (GC) (Scheer 

and Hock, 1999). Ces diffŽrentes rŽgions sont le si•ge de diffŽrentes Žtapes de la biogen•se 

des ribosomes. Ainsi, le groupe de F. Watchler a montrŽ que la transcription des ARNr se 

dŽroule ˆ la fronti•re entre le centre fibrillaire et la zone fibrillaire dense (Mosgoeller et al., 

1998). La zone granulaire est constituŽe des ribosomes en cours dÕassemblage. Ces diffŽrentes 

Žtapes de cette biogen•se seront plus dŽtaillŽes par la suite (cf. paragraphe 2 de cette partie). 

Des analyses protŽomiques ont ŽtŽ entreprises par diffŽrents groupes pour lister les 

protŽines contenues dans le nuclŽole. Elles ont permis de montrer que 35 % des protŽines 

nuclŽolaires sont effectivement connues pour •tre impliquŽes dans la biogen•se des 

ribosomes. En revanche, ces analyses ont Žgalement montrŽ la prŽsence dÕautres protŽines 

impliquŽes dans dÕautres processus et ayant dÕautres localisations connues (Andersen et al., 

2005; Andersen et al., 2002; Scherl et al., 2002). Ces rŽsultats sugg•rent que le nuclŽole 

constitue une rŽgion multifonctionnelle du noyau. DÕautre part, 90 % des protŽines 
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nuclŽolaires chez la levure ont un homologue chez lÕHomme soulignant une haute 

conservation fonctionnelle du nuclŽole au cours de lÕŽvolution (Andersen et al., 2002). 

 

2- De la synth•se des ARNr ˆ la formation des ribosomes matures (Figure 

10) 

 

La biogen•se des ribosomes fait intervenir les trois ARN polymŽrases. LÕARN 

polymŽrase I transcrit les ARNr 28S, 18S et 5,8S. LÕARN polymŽrase II permet la production 

des ARNm codant les protŽines ribosomiques, des facteurs nŽcessaires pour cette biogen•se et 

la majoritŽ des snoARNs. Enfin, lÕARN polymŽrase III assure la synth•se de lÕARNr 5S. 

Ce processus a fait lÕobjet de plusieurs revues dont celle de M. Fromont-Racine  

(Fromont-Racine et al., 2003). Cette partie tentera de prŽsenter les diffŽrentes Žtapes de la 

biogen•se des ribosomes de fa•on synthŽtique. 

 

2-1 Synth•se des ARNr 

 

Synth•se de lÕARNr prŽcurseur 45S 

Les ARNr matures 28S, 18S et 5,8S sont codŽs par des clusters de g•nes organisŽs en tandem 

sur les chromosomes formant les NOR (Nucleolus Organizer Region) dans les nuclŽoles. 

Actuellement, il est dŽnombrŽ environ 400 g•nes organisŽs en plusieurs dizaines de tandems 

sur les paires de chromosomes acrocentriques 13, 14, 15, 21 et 22 chez lÕHomme. La 

transcription de ces clusters de g•nes est assurŽe par lÕARN polymŽrase I qui fonctionne avec 

des complexes protŽiques faisant intervenir principalement les facteurs UBF (Upstream 

Binding Factor) et SL1 (Selectivity Factor). LÕARNr synthŽtisŽ est lÕARNr prŽcurseur 47S 

qui est rapidement clivŽ pour former lÕARNr 45S. Ce prŽcurseur contient dans lÕordre la 
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sŽquence ETS1 (External Transcribed Sequence), la sŽquence codant lÕARNr 18S, la 

sŽquence ITS1 (Internal Transcribed Sequence), la sŽquence codant lÕARNr 5,8S, la sŽquence 

ITS2, la sŽquence codant lÕARNr 28S et enfin la sŽquence ETS2 (Raska et al., 2004) (Figure 

11).!
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Figure 10 : ReprŽsentation schŽmatique de la biogen•se des ribosomes et de ses rŽgulateurs 
En vert, les oncog•nes activateurs de la biogen•se des ribosomes. 
En rouge, les antioncog•nes rŽpresseurs de la biogen•se des ribosomes. 
RPL = ProtŽines ribosomiques de la grande sous-unitŽ 
RPS = ProtŽines ribosomiques de la petite sous-unitŽ. 
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Transcription du g•ne codant lÕARNr 5S 

LÕARNr 5S nÕest pas transcrit ˆ partir du cluster de g•nes codant les autres ARNr. On 

retrouve ce g•ne sur plusieurs chromosomes chez lÕHomme. Le plus gros clusters est localisŽ 

sur le chromosome 1 et comprend entre 100 et 150 rŽpŽtitions en tandem. Le reste des g•nes 

codant cet ARNr est organisŽ en un petit cluster de 5 ˆ 10 rŽpŽtitions et de 200 ˆ 300 g•nes 

rŽpartis dans le gŽnome. LÕunitŽ de base correspond ˆ une sŽquence de 120 pb hautement 

conservŽe au cours de lÕŽvolution et ˆ une rŽgion non transcrite de longueur variable selon les 

esp•ces (Long and Dawid, 1980). La synth•se de cet ARNr est assurŽe par lÕARN polymŽrase 

III. Contrairement aux autres ARNr, la synth•se de cet ARNr ne se dŽroule pas dans le 

nuclŽole, il est importŽ apr•s synth•se dans ce corps nuclŽaire. 
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                                2-2 Maturation des ARNr 

 

Clivage de lÕARNr 45S (Figure 11) 

LÕARNr 45S subit une sŽrie de clivages aboutissant ˆ la formation des ARNr matures 

28S, 18S et 5,8S.  Deux voies de clivages de lÕARNr 45S aboutissant ˆ la formation des 

m•mes ARNr ont ŽtŽ dŽcrites dans les cellules HeLa par le groupe de J.P. Bachellerie 

(Hadjiolova et al., 1993). Elles ont ŽtŽ appelŽes voies A et B. Les mŽcanismes assurant le 

choix entre ces deux voies sont tr•s peu connus. 

Ce processus de clivage requiert des activitŽs exo et endonuclŽasiques et fait intervenir 

une multitude de facteurs tels que des enzymes de modifications post-transcriptionnelles, les 

protŽines ribosomiques ou encore des snoARNs (Kressler et al., 2010).  

Modifications post-transcriptionnelles des ARNr 

Les prŽcurseurs des ARNr sont soumis ˆ des modifications post-transcriptionnelles de 

deux types : la mŽthylation de bases sur leur groupe 2Õhydroxyl (2Õ-O-methylation) et la 

conversion de rŽsidus uridines en pseudouridines. Chez lÕHomme, il est dŽnombrŽ 91 sites de 

pseudouridylation et 106 sites de 2Õ-O-methylation. Ces modifications sont co-

transcriptionnelles. Nous pouvons retrouver les diffŽrents sites de modifications sur le site 

internet du laboratoire du Dr. Fournier : http://www-snoARN.biotoul.fr/human_yeast/. 

Ces modifications post-transcriptionnelles sont assurŽes par des snoRNPs (Small 

nucleolar RiboNucleoproteins Particles). Deux familles de snoRNP existent en fonction de la 

nature du snoARN. La famille C/D contient un snoARN (Small nucleolar ARN) contenant 

deux bo”tes C et D et quatre protŽines dont la fibrillarine (Lafontaine and Tollervey, 2000). 

Cette famille de snoRNP assure les mŽthylations des ARNr gr‰ce ˆ la fibrillarine qui porte 

lÕactivitŽ mŽthyl transfŽrase. La deuxi•me famille est la famille H/ACA. Elle contient un 
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snoARN contenant deux bo”tes H et ACA conservŽes ainsi que quatre protŽines dont la 

dyskerine. Cette famille assure les pseudouridylations gr‰ce ˆ la dyskŽrine (Hamma and 

Ferre-D'Amare, 2010). Dans ces deux familles, le snoARN assure le guidage des particules 

snoRNP. Le site internet, dont lÕadresse est http://evolveathome.com/snoARN/snoARN.php, 

rŽfŽrencie les snoARNs ainsi que leurs sŽquences cibles connues sur les ARNr 18S et 28S.  

 Les souris prŽsentant une invalidation pour la dyskŽrine montrent des dŽfauts dans la 

maturation des ARNr avec notamment la rŽduction du taux de certains prŽcurseurs des ARNr 

(Ge et al., 2010). Ces rŽsultats sugg•rent que les modifications post-transcriptionnelles des 

ARNr sont importantes pour leur maturation.  

Des Žtudes recensŽes dans la revue de B.G. Lane et al. montrent une localisation 

prŽfŽrentielle de ces modifications au niveau ou proche des sites catalytiques des ARNr 

(Lane, 1995). Ces observations sugg•rent donc que ces modifications pourraient moduler 

lÕactivitŽ du ribosome.  

 

                                2-3 Les protŽines ribosomiques 

 

Les protŽines ribosomiques constituent lÕautre composant majoritaire des ribosomes. 78 

protŽines ribosomiques sont produites dans le cytoplasme et ensuite importŽes dans le 

nuclŽole pour sÕassocier aux ARNr (Warner, 1999). Ce transport fait intervenir lÕimportine § 

(Rout et al., 1997). Les protŽines ribosomiques jouent un r™le de chaperonnes au cours de 

lÕassemblage des ribosomes et stabilisent Žgalement certains domaines des ARNr comme le 

domaine peptidyl transfŽrase de la grande sous-unitŽ (Ruggero and Pandolfi, 2003). 

Hormis leurs fonctions intrins•ques aux ribosomes, certaines protŽines ribosomiques 

poss•dent des fonctions extra-ribosomiques qui sont recensŽes dans les revues de J.R. 

Warner, de K.B. Mc Intosh (Warner and McIntosh, 2009) et de M.S. Lindstršm (Lindstrom, 
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2009) (Tableau 2). Nous pouvons classer ces fonctions en deux catŽgories : celles intervenant 

dans la biogen•se des ribosomes et celles qui sont compl•tement dissociŽes de la fonction du 

ribosome. 

! Tableau 2 : Fonctions extra-ribosomiques connues des protŽines ribosomiques  
(dÕapr•s Lai, 2007) 

Fonctions extraribosomiques ProtŽine ribosomique spŽcifique 
(esp•ce) 

RŽplication de lÕADN RPS1, RPL14 (E.Coli) 

RŽgulation transcriptionnelle RPS10 (E.Coli) 
RPS20 (Levure) 

RŽgulation de sa propre traduction RPS4, RPS7, RPS8, RPL4, RPL1, RPL10 
(E.Coli) 

RPS30 (Levure) 
RPS14, RPS26, RPL7, RPL13A, RPL26 

(Homme) 

Modifications et Žpissage de lÕARN RPS12 (E.Coli) 
RPS12, RPL26 (Homme) 

Activation de lÕADN topoisomŽrase RPL41 (Homme) 

RŽparation de lÕADN RPS9 (E.Coli) 
RPS3 (Drosophila Melanogaster) 

RPS3, RPLP0 (Homme) 

RŽgulation du dŽveloppement RPS2, RPS6, RPL19 (Drosophila Melanogaster) 
RPS15A (Strongylocentrotus purpuratus) 

RPS18 (Arabidopsis Thaliana) 
RPS19 (Ascaris lumbrico•de) 
RPS4X, RPS4Y1 (Homme) 

RŽgulation de la prolifŽration et de la croissance 
cellulaires 

RPS2, RPS6, RPS13, RPL7, RPL18, RPS27A, 
RPL31 (Homme) 

RŽgulation de lÕapoptose RPS3, RPS3A, RPS20, RPL35A, RPL7, 
RPL7A, RPL13A (Homme) 

Suppresseur de tumeur RPS29, RPL5, RPL11, RPL23 (Homme) 

Proto-oncog•nes RPL7A (Homme) 

Transformation cellulaire RPL5, RPS27A, RPL31 (Homme) 

Progression tumorale, invasion, mŽtastase, 
diffŽrenciation 

RPS19, RPLP0, RPL31 (Homme) 

Divers RPS15A (X. Laevi) 
RPL32 (Souris) 

RPLP2, RPL5 (Rat) 
RPL22 (Homme) 
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Les protŽines ribosomiques peuvent intervenir ˆ diffŽrents niveaux de la biogen•se des 

ribosomes.  Ainsi, certaines protŽines ont ŽtŽ dŽcrites pour intervenir dans la transcription par 

lÕARN polymŽrase III (Dieci et al., 2009). DÕautres protŽines ribosomiques interviennent dans 

la maturation de lÕARNr. A titre dÕexemple, les groupes de N.Dahl et de P.E. Gleizes ont 

montrŽ lÕimplication de la protŽine RPS19 dans la maturation de lÕARNr 18S (Badhai et al., 

2009; Choesmel et al., 2007). De mani•re plus gŽnŽrale, la rŽpression de 32 des 33 protŽines 

ribosomiques de la petite sous-unitŽ a permis au groupe de P.E. Gleizes de montrer une 

dichotomie fonctionnelle des protŽines ribosomiques de la sous-unitŽ 40S dans la formation 

de cette sous-unitŽ. Certaines de ces protŽines sont strictement impliquŽes dans lÕinitiation de 

la maturation de lÕARNr 18S alors que les autres sont impliquŽes dans la progression de la 

maturation nuclŽaire et cytoplasmique de cet ARNr ainsi que dans lÕexport nuclŽaire de la 

particule prŽ-40S (OÕDonohue et al., 2010). 

DÕautres fonctions indŽpendantes du ribosome ont ŽtŽ dŽcrites pour les protŽines 

ribosomiques. M.S. Dai et al. ont montrŽ lÕinteraction entre la protŽine ribosomique RPL11 et 

le facteur de transcription c-Myc. Cette interaction conduit ˆ lÕinhibition de lÕactivitŽ 

transcriptionnelle de ce facteur (Dai et al., 2007). Le groupe de F.J. Slack a mis en Žvidence 

une fonction de RPS14 dans la maturation du miARN let-7 chez C.Elegans. RPS14 pourrait 

donc jouer un r™le dans le contr™le de la traduction des ARNm par la modulation de la 

maturation des miARN (Chan and Slack, 2009). 

 

2-3 Export nuclŽaire des particules prŽ-60S et prŽ-40S et 

      maturations finales 

 

Les protŽines ribosomiques sÕassocient aux ARNr pour former les particules prŽ-60S et 

prŽ-40S dans le nuclŽole. Ces particules sont ensuite exportŽes dans le cytoplasme o• elles 
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subissent de nouvelles Žtapes de maturation pour donner naissance aux deux sous-unitŽs 

matures du ribosome 60S et 40S. Ces derni•res sÕassocient pour former le ribosome 

fonctionnel 80S. 

LÕexport nuclŽaire des particules prŽ-ribosomiques est un transport actif faisant 

intervenir diffŽrents facteurs. A titre dÕexemple, la protŽine ribosomique RPS15 est nŽcessaire 

ˆ lÕexport de la particule prŽ-40S (Rouquette et al., 2005) et le complexe RanGTP ˆ celui de 

la particule prŽ-60S (Gleizes et al., 2001; Hurt et al., 1999). DÕautres facteurs intervenant dans 

ce transport sont documentŽs dans la revue de I. Zemp et U. Kutay (Zemp and Kutay, 2007). 

Dans le cytoplasme, les particules prŽ-ribosomiques subissent de nouvelles Žtapes de 

maturation avant de gŽnŽrer le ribosome fonctionnel. Par exemple, le groupe de P.E. Gleizes a 

mis en Žvidence un nouveau prŽcurseur de lÕARNr 18S, lÕARNr 18S-E. Ce dernier est dŽtectŽ 

dans le noyau et dans le cytoplasme. Ces rŽsultats montrent que lÕARNr 18S subit une 

derni•re Žtape de clivage dans le cytoplasme contrairement aux ARNr de la particule prŽ-60S 

qui arrive compl•tement ˆ maturation dans le noyau (Rouquette et al., 2005). Une fois toutes 

les Žtapes de maturation des prŽ-ribosomes achevŽes, toutes les protŽines associŽes aux 

ribosomes et nŽcessaires pour lÕexport et les maturations finales sont dŽcrochŽes de ces 

particules. Les deux sous-unitŽs peuvent ainsi sÕassocier pour assurer la traduction des 

ARNm. 

 

B) RŽgulation de la biogen•se des ribosomes 

 

1- RŽgulation physiologique de la biogen•se des ribosomes 

 

Les ARNr constituent la composante limitante de la biogen•se des ribosomes. Un 

Žquilibre existe entre la production des protŽines ribosomiques et celle des ARNr. La 
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rŽgulation des protŽines ribosomiques chez la levure est traitŽe dans deux anciennes revues de 

J.R. Warner (Warner, 1989; Warner et al., 1986). Pour conserver une ŽquimolaritŽ entre 

protŽines ribosomiques et ARNr, la transcription, lÕŽpissage, la traduction ou encore la 

stabilitŽ des protŽines ribosomiques sont contr™lŽs. Chez les eucaryotes supŽrieurs, les 

protŽines ribosomiques sont synthŽtisŽes en exc•s afin de permettre ˆ la cellule de rŽpondre 

plus rapidement ˆ un besoin accru en ribosomes. Les protŽines ribosomiques qui ne 

sÕassocient pas aux ribosomes sont rapidement dŽgradŽes, leur demie-vie Žtant de 30 ˆ 40 

minutes chez les mammif•res (Warner, 1989). 

Les protŽines ribosomiques sont la cible de modifications post-traductionnelles qui vont 

rŽguler leur stabilitŽ et leur fonction. Ainsi, le groupe de R.T. Hay a mis en Žvidence la 

neddylation de 36 protŽines ribosomiques. La neddylation correspond ˆ lÕajout de la protŽine 

NEDD8 sur des rŽsidus lysine. La protŽine MDM-2 est une des enzymes qui assure cette 

neddylation (Sundqvist et al., 2009). La neddylation des protŽines ribosomiques favorise leur 

stabilisation (Xirodimas et al., 2008). Afin de mieux comprendre la fonction de la neddylation 

de ces protŽines, le groupe de D.P. Xirodimas a ŽtudiŽ la neddylation de la protŽine 

ribosomique RPL11. Leur Žtude a permis de montrer que la neddylation contr™le non 

seulement la stabilitŽ de RPL11, mais Žgalement sa localisation subcellulaire ainsi que ses 

fonctions (Sundqvist et al., 2009). DÕautres modifications ont ŽtŽ dŽcrites pour les protŽines 

ribosomiques comme la phosphorylation de la protŽine RPS6 (Ruvinsky and Meyuhas, 2006) 

et la mŽthylation des protŽines RPL3 et RPL12 (Polevoda and Sherman, 2007) qui rŽgulent 

Žgalement la fonction de ces protŽines. 

 

2- RŽgulation de la biogen•se des ribosomes par les oncog•nes et les 

suppresseurs de tumeurs 
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        De mani•re intŽressante, il appara”t que les oncog•nes et les protŽines suppresseurs 

de tumeurs rŽgulent la biogen•se des ribosomes ˆ diffŽrents niveaux. Cette partie traitera des 

protŽines rŽgulant la biogen•se des ribosomes les plus dŽcrites dans la littŽrature. 

  

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!2-1 Le facteur de transcription c-Myc: rŽgulateur !!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!gŽnŽral  de la biogen•se des ribosomes 

 

Ce facteur de transcription est un membre de la famille Myc qui comprend deux autres 

facteurs de transcription, N-Myc et L-Myc. Ces trois facteurs reconnaissent un motif 

consensus appelŽ bo”te E dont la sŽquence consensus est CACGTG (Alex et al., 1992). La 

surexpression de c-Myc a ŽtŽ observŽe dans de nombreux types de cancers dont la liste est 

rŽpertoriŽe dans la revue dÕA. Albihn et al. (Albihn et al., 2010). Au cours du dŽveloppement, 

le facteur c-Myc intervient dans le contr™le de la taille et de la synth•se protŽique des 

lymphocytes B (Iritani and Eisenman, 1999) suggŽrant un r™le de ce facteur dans le contr™le 

de la biogen•se des ribosomes. Cette contribution a largement ŽtŽ ŽtudiŽe et le lien existant 

entre c-Myc, biogen•se des ribosomes et cancer est lÕobjet de revues compl•tes (Dai and Lu, 

2008; Ruggero and Pandolfi, 2003) (van Riggelen et al., 2010). 

Plusieurs Žtudes ont montrŽ le recrutement de c-Myc sur les promoteurs des ADNr ainsi 

que son association avec des cofacteurs de lÕARN polymŽrase I. Cette association contribue ˆ 

stimuler la transcription des ADNr (Arabi et al., 2005) (Grandori et al., 2005). 

c-Myc est un facteur de transcription classique et par consŽquent rŽgule Žgalement 

lÕactivitŽ de lÕARN polymŽrase II. Des analyses de transcriptome ont permis de montrer que 

c-Myc rŽgule lÕexpression de g•nes importants pour la biogen•se des ribosomes. Ainsi, parmi 

les g•nes identifiŽs, nous pouvons citer la protŽine NPM (NuclŽophosmine) qui comme nous 

le verrons dans le paragraphe suivant est importante pour la maturation des ARNr. C-Myc 
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rŽgule Žgalement lÕexpression de plusieurs protŽines ribosomiques comme RPL11 (Menssen 

and Hermeking, 2002).  

Enfin, lÕabsence de c-Myc dans les fibroblastes est associŽe ˆ une rŽduction de la 

transcription  par lÕARN polymŽrase III. Des analyses de ChIP ont Žgalement montrŽ le 

recrutement de c-Myc sur le promoteur de lÕADNr 5S conduisant ˆ la stimulation de son 

expression (Gomez-Roman et al., 2003). Ces rŽsultats indiquent donc que c-Myc active 

Žgalement la transcription dŽpendante de lÕARN polymŽrase III. 

Ces donnŽes montrent donc que lÕoncog•ne c-Myc rŽgule la biogen•se des ribosomes ˆ 

trois niveaux : la synth•se des ARNr 28S, 18S et 5,8S par lÕintermŽdiaire de son r™le de 

cofacteur de lÕARN polymŽrase I, la maturation de ces ARNr par la rŽgulation de la 

transcription de g•nes impliquŽs dans ce processus par lÕARN polymŽrase II et enfin, la 

synth•se de lÕARNr 5S par sa fonction stimulatrice de lÕARN polymŽrase III. 

 

2-2 La nuclŽophosmine ou NPM 

 

La nuclŽophosmine, Žgalement appelŽe NPM, B23 ou encore numatrine, est une 

protŽine principalement nuclŽolaire mais qui peut Žgalement •tre retrouvŽe dans le 

cytoplasme. La surexpression de npm a ŽtŽ observŽe dans certains cancers comme ceux de la 

prostate ou des ovaires (Grisendi et al., 2006).  

Le groupe de M.O. Olson a montrŽ in vitro que NPM poss•de une activitŽ 

endoribonuclŽase qui lui permet de cliver spŽcifiquement lÕARNr 45S au niveau de la 

sŽquence ITS2 (Herrera et al., 1995; Savkur and Olson, 1998), mais Žgalement dans la 

maturation de lÕARNr 28S plus prŽcisŽment (Itahana et al., 2003). LÕensemble de ces donnŽes 

montre un r™le de NPM dans la maturation des ARNr. 
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Des expŽriences de co-immunoprŽcipitations menŽes dans des MEF (Mouse Embryonic 

Fibroblast) ont mis en Žvidence une interaction entre c-Myc et NPM. Cette interaction conduit 

ˆ la stimulation de lÕactivitŽ transcriptionnelle de c-Myc (Li et al., 2008). Ces rŽsultats 

indiquent Žgalement quÕen plus de sa fonction dans la maturation des ARNr, NPM joue 

Žgalement un r™le dans le contr™le de lÕexpression des g•nes de biogen•se des ribosomes via 

sa coopŽration avec c-Myc. 

Enfin, la rŽpression de NPM dans les cellules NIH 3T3 est associŽe ˆ la sŽquestration de 

la protŽine RPL5 dans le noyau signant un dŽfaut dÕexport de la particule prŽ-60S  (Yu et al., 

2006). NPM est donc Žgalement impliquŽe dans lÕexport nuclŽaire des prŽ-ribosomes. 

Nous pouvons conclure de ces donnŽes que NPM intervient Žgalement ˆ 3 niveaux de la 

biogen•se des ribosomes : la maturation des ARNr par lÕintermŽdiaire de son activitŽ 

endoribonuclŽase, la synth•se des ARNr gr‰ce ˆ son interaction avec c-Myc et enfin, lÕexport 

nuclŽaire de la grande sous-unitŽ du ribosome. 

 

2-3  La protŽine p19/p14Arf : un rŽgulateur nŽgatif de la 

biogen•se des ribosomes 

 

La protŽine Arf (p19 chez la souris, p14 chez lÕHomme) est un membre de la famille 

INK4a dŽcrite pour contr™ler la progression au cours de la phase G1 du cycle cellulaire. La 

rŽduction de lÕexpression dÕArf a frŽquemment ŽtŽ observŽe dans de nombreux cancers 

comme les cancers du sein ou de la prostate. Elle a ŽtŽ impliquŽe dans une voie de 

signalisation appelŽe stress oncogŽnique. En rŽponse ˆ lÕexpression dÕun oncog•ne, la 

protŽine Arf est induite et conduit ˆ lÕactivation de la protŽine p53 via la rŽpression de 

lÕubiquitine ligase MDM-2 (Stott et al., 1998; Zindy et al., 1998). Toutefois, lÕabsence de p53 

et de MDM-2 nÕemp•che pas les effets dÕArf sur la progression du cycle cellulaire suggŽrant 
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des fonctions indŽpendantes de p53 (Weber et al., 2000). Les diffŽrentes contributions dÕArf 

et son lien avec le cancer ont ŽtŽ documentŽs dans la revue de P. Ozenne (Ozenne et al., 

2010).  

LÕŽtude de la localisation subcellulaire dÕArf a mis en Žvidence que cette protŽine a une 

localisation nuclŽolaire (Zhang and Xiong, 1999). LÕinvalidation dÕArf chez la souris entraine 

une augmentation de la synth•se protŽique et du nombre de nuclŽoles indiquant une 

contribution de cette protŽine dans le contr™le de la biogen•se des ribosomes (Apicelli et al., 

2008).  

Des expŽriences de surexpression dÕarf ont ŽtŽ entreprises afin de dŽterminer sa 

contribution dans ce processus. Ces expŽriences ont montrŽ un r™le nŽgatif dÕArf dans la 

maturation des ARNr qui serait au moins partiellement dŽpendant de la dŽstabilisation de la 

protŽine NPM (Sugimoto et al., 2003) (Itahana et al., 2003).  

Des analyses de ChIP ont mis en Žvidence le recrutement dÕArf sur les promoteurs des 

g•nes dÕADNr suggŽrant quÕArf pourrait Žgalement contr™ler la transcription des ARNr 

(Ayrault et al., 2004). Une Žtude rŽcente a montrŽ quÕArf sÕassocie avec des facteurs de 

transcription de lÕARN polymŽrase I et rŽprime son activitŽ transcriptionnelle (Lessard et al., 

2010).  

LÕensemble de ces donnŽes dŽmontre que les fonctions antitumorales dÕArf sont 

associŽes aux fonctions rŽpressives de cette protŽine ˆ deux niveaux de la biogen•se des 

ribosomes: la transcription et la maturation des ARNr. 

2-4 Le facteur p53  

 

Le facteur de transcription p53 est dŽcrit comme une protŽine suppresseur de tumeur 

dont la mutation est un ŽvŽnement rŽcurrent dans la progression tumorale. La rŽexpression de 

p53 dans les cellules MCO1 p53-/- entraine une diminution du taux de transcrits 45S. Cette 
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diminution est la consŽquence dÕune action inhibitrice sur la transcription dŽpendante de 

lÕARN polymŽrase I. Des expŽriences de Ç GST-pull downÈ ont mis en Žvidence une 

interaction entre p53 et le complexe SL1 emp•chant ainsi son interaction avec le facteur UBF 

nŽcessaire ˆ lÕactivitŽ de lÕARN polymŽrase I (Budde and Grummt, 1999; Zhai and Comai, 

2000). 

La surexpression de p53 conduit Žgalement ˆ une rŽduction de lÕexpression des 

transcrits rŽpŽtŽs Alu qui est dŽpendante de lÕARN polymŽrase III montrant que p53 peut 

rŽprimer la transcription dŽpendante de cette ARN polymŽrase qui transcrit Žgalement de la 

synth•se de lÕARNr 5S. Cependant, cette action inhibitrice ne conduit pas ˆ la rŽpression de la 

transcription du g•ne 5S (Chesnokov et al., 1996).  

Ces rŽsultats ont contribuŽ ˆ montrer que la protŽine suppresseur de tumeur p53 rŽprime 

la biogen•se des ribosomes via la rŽpression de lÕactivitŽ de lÕARN polymŽrase I.  

 

2-5 La voie mTOR 

 

mTOR (mammalian Target Of Rapamycin) est une sŽrine thrŽonine kinase inhibŽe par 

la rapamycine. Elle fait partie de la voie appelŽe mTOR qui est induite apr•s un signal de 

croissance. Cette voie comprend des kinases dont la surexpression ou la rŽpression est 

observŽe dans des cas de cancers. Cette voie et ses fonctions sont dŽtaillŽes dans la revue dÕ 

A.S. Strimpakos (Strimpakos et al., 2009).  

La fonction de la voie mTOR dans la biogen•se des ribosomes a fait lÕobjet dÕune revue 

par Mayer et Grummt (Mayer and Grummt, 2006). Elle intervient ˆ plusieurs niveaux de la 

biogen•se des ribosomes. LÕinhibition la voie mTOR par la rapamycine dans les cellules 

HeLa induit une diminution du taux de transcrits 45S. Cette rŽduction est corrigŽe par la 

surexpression de mTOR. De fa•on Žtonnante, des analyses de ChIP ont mis en Žvidence le 
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recrutement de la kinase mTOR directement sur les promoteurs des g•nes codant les ARNr 

45S et 5S (Mayer et al., 2004; Tsang et al., 2010). Ces rŽsultats indiquent donc une rŽgulation 

de la transcription des ARNr par cette voie. 

DiffŽrentes Žtudes ont Žgalement mis en Žvidence le contr™le de lÕexpression des g•nes 

codant les protŽines ribosomiques dÕune part en stimulant lÕactivitŽ de lÕARN polymŽrase II 

et dÕautre part en favorisant la traduction de leur ARNm. De plus, parmi les kinases de la voie 

mTOR, nous pouvons mentionner la protŽine S6K (RPS6 kinase) qui induit la 

phosphorylation de la protŽine ribosomique RPS6 qui intervient notamment dans le contr™le 

de la taille et dans lÕhomŽostasie du glucose (Mayer and Grummt, 2006; Reiter et al., 2004) 

(Ruvinsky et al., 2005). 

Ces observations montrent que la voie mTOR coordonne lÕexpression des diffŽrents 

acteurs de la biogen•se des ribosomes en stimulant les activitŽs ARN polymŽrase I, II et III et 

en rŽgulant la traduction et les modifications post-traductionnelles des protŽines 

ribosomiques. 

 

2-6  La protŽine pRB 

 

La protŽine pRb (Retinoblastoma protein) est un rŽgulateur clŽ du cycle cellulaire. Sa 

mutation ou son inactivation sont frŽquemment observŽes dans les cas de cancers comme par 

exemple le cancer du col de lÕutŽrus (Jayshree et al., 2009). 

Des Žtudes menŽes par les groupes de I. Grummt et L.I. Rothblum ont mis en Žvidence 

la fonction rŽpressive de la protŽine pRb dans la biogen•se des ribosomes par son r™le dans 

lÕinhibition de la transcription par lÕARN polymŽrase I (Hannan et al., 2000a; Hannan et al., 

2000b; Voit et al., 1997).  
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C) Le stress ribosomique 

 

Une altŽration de la biogen•se des ribosomes soit par rŽduction de la synth•se des ARNr soit 

par lÕhaploinsuffisance en certaines protŽines ribosomiques peut conduire ˆ un stress appelŽ 

stress ribosomique ou stress nuclŽolaire. Ce stress conduit ˆ la stabilisation du facteur de 

transcription p53 (Rubbi and Milner, 2003). LÕensemble des Žtudes ayant contribuŽ ˆ 

caractŽriser les mŽcanismes contribuant ˆ cette stabilisation est rŽsumŽ dans la revue de Y. 

Zhang (Zhang and Lu, 2009) et dans celle de C. Deisenroth (Deisenroth and Zhang, 2010). 

Une perturbation de la biogen•se des ribosomes, par exemple induite par de faibles doses 

dÕactinomycine D, entraine une dŽlocalisation des protŽines ribosomiques en dehors des 

nuclŽoles. Il a ŽtŽ mis en Žvidence par des expŽriences de co-immunoprŽcipitations une 

interaction entre certaines protŽines ribosomiques non associŽes aux ribosomes comme 

RPL11 et la protŽine MDM-2 (HDM-2 chez lÕHomme). La protŽine MDM-2 est la principale 

ubiquitine ligase du facteur de transcription p53. LÕubiquitination de p53 par MDM-2 conduit 

ˆ sa dŽgradation par le protŽasome. LÕinteraction entre les protŽines ribosomiques, en 

particulier RPL11 et MDM-2 conduit ˆ la rŽpression de lÕactivitŽ ubiquitine ligase de MDM-

2. La surexpression dÕun mutant MDM-2 incapable dÕinteragir avec les protŽines 

ribosomiques ou la rŽpression de lÕexpression de Rpl11 par siARN a mis en Žvidence que la 

formation des complexes RPL11-MDM-2 conduit ˆ la stabilisation de p53 (Bhat et al., 2004; 

Lindstrom et al., 2007).  Cette stabilisation conduit ˆ une apoptose des cellules et ˆ un arr•t de 

leur prolifŽration. Cette voie est reprŽsentŽe de mani•re schŽmatique sur la figure 12.!

!
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DÕautres Žtudes ont mis en Žvidence les m•mes fonctions pour dÕautres protŽines 

ribosomiques comme RPL5 ou RPL23 (Tableau 3). La rŽpression de lÕexpression de lÕune ou 

lÕautre de ces protŽines ribosomiques par siARN attŽnue lÕactivation de p53 induite par un 

stress ribosomique. Ceci sugg•re que les protŽines ribosomiques agissent ensemble pour 

NuclŽole 

RP 

MDM-2 

p53 

RP 

RP
* 

MDM-2 

p53 

Arr•t de  
prolifŽration Apoptose 

Figure 12 : ReprŽsentation schŽmatique du stress ribosomique 

RP = ProtŽine Ribosomique 
RP* = ProtŽine ribosomique interagissant avec MDM-2 
ActD = Actinomycine D : Bloque prŽfŽrentiellement lÕARN polymŽrase I ˆ faible dose (Dai 
et al., 2004) 
BOP1!  = dominant nŽgatif de la protŽine BOP1 (Pestov et al., 2001) 
5FU = 5 FluoroUracile : sÕincorpore dans lÕARNr conduisant ˆ sa dŽgradation (Sun et al., 
2007)  

NuclŽoplasme NuclŽoplasme 

NuclŽole 

ActD 
BOP1!  

5FU 
Haploinsuffisance  

en protŽines ribosomiques 
(e.g. RPS19) 

RP 

ARNr 

Situation normale Situation de stress Inducteurs de stress ribosomique 



! ^^ !

contr™ler le taux de protŽine p53. De fait, le groupe de K.H. Voudsen a mis en Žvidence un 

complexe formŽ de RPL11, de RPL5 et de lÕARNr 5S qui contr™le la stabilitŽ de p53 (Horn et 

al., 2008).!
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A) Pathologies associŽes ˆ une perturbation de la biogen•se des ribosomes 

(Figure 13) 

 

La rŽgulation de la biogen•se des ribosomes au cours du dŽveloppement est extr•mement 

importante. Toute perturbation de cette biogen•se peut conduire ˆ des pathologies. Celles-ci 

peuvent se caractŽriser par une biogen•se exacerbŽe (cancer) ou au contraire par une 

Action sur p53 RŽfŽrences 

RPL11 Stabilisation  Bhat et al., 2004 
Dai et al., 2006 

Fumagali et al., 2009 
Lohrum et al., 2003 
Zhang et al., 2003 

RPL23 Stabilisation Zhang et al., 2010 
Dai et al., 2004a 

Jin et al., 2004 

RPS7 Stabilisation Chen et al., 2007 
Zhu et al., 2009 

RPL5 Stabilisation Dai et al., 2004b 
Marechal et al., 1994 

RPL26 Traduction 
Stabilisation 

Rosenfeld et al., 2008 
Zhang et al., 2010 

Tableau 3: Liste des protŽines ribosomiques interagissant avec MDM-2  
                    et conduisant ˆ la stabilisation de p53 
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altŽration de cette biogen•se le plus souvent par une haploinsuffisance en une protŽine 

ribosomique.!
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Figure 13 : Pathologies associŽes ˆ une perturbation de la biogen•se des ribosomes 

Deux types de maladies peuvent •tre engendrŽes par une perturbation de la biogen•se des 
ribosomes. 
Le dŽveloppement tumoral (partie gauche) est associŽe ˆ une augmentation de la biogen•se des 
ribosomes induite par un oncog•ne. 
En revanche, dÕautres types de pathologies comme lÕanŽmie de Diamond-Blackfan sont associŽes ˆ 
une altŽration de la biogen•se des ribosomes induite par lÕhaploinsuffisance en protŽines 
ribosomiques ou en facteur de biogen•se des ribosomes. 
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1- Biogen•se des ribosomes et cancer 

 

Nous avons pu voir dans la partie prŽcŽdente que des oncog•nes comme c-Myc ou 

NPM sont des activateurs de la biogen•se des ribosomes. Au contraire, les protŽines 

suppresseurs de tumeurs comme p53 ou Arf, dont la perte de fonctions est souvent observŽe 

dans les cancers, sont des rŽpresseurs de cette biogen•se. Cette observation intŽressante 

sugg•re quÕune stimulation de la biogen•se des ribosomes pourrait •tre un ŽvŽnement 

contribuant ˆ la progression tumorale. La revue de D. Ruggero et P.P. Pandolfi Žtablit un lien 

entre les dŽrŽgulations de la biogen•se des ribosomes et la progression tumorale (Ruggero and 

Pandolfi, 2003). 

 

1-1 Stimulation de la biogen•se des ribosomes dans les 

cellules cancŽreuses 

 

Modifications quantitatives et qualitatives des nuclŽoles 

Ploton et al. ont dŽveloppŽ une technique afin de visualiser les nuclŽoles par 

microscopie. Cette mŽthode, appelŽe AgNOR (Argent NOR) (Ploton et al., 1986), permet la 

visualisation des protŽines associŽes ˆ ces rŽgions NOR. Cette mŽthode a ŽtŽ utilisŽe pour 

dŽtecter les nuclŽoles dans plusieurs cancers. Les Žtudes antŽrieures ˆ lÕannŽe 2000 ont fait 

lÕobjet dÕune revue par A. Pich (Pich et al., 2000). B.F. Adeyemi et al. ont Žgalement utilisŽ 

cette technique pour dŽtecter les nuclŽoles ˆ diffŽrents stades de tumeurs de la glande 

salivaire. Cette Žtude a mis en Žvidence une augmentation du nombre de nuclŽoles dans ces 

cellules avec une corrŽlation avec le stade de la maladie (Adeyemi et al., 2006).  
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Dans un mod•le de progression tumorale, le groupe de J.J. Diaz a mis en Žvidence que 

les cellules cancŽreuses contiennent plus de nuclŽoles dont la taille et le nombre de centres 

fibrillaires sont plus importants que dans les cellules normales (Belin et al., 2009).  

Ces rŽsultats indiquent que la progression tumorale sÕaccompagne de modifications 

quantitatives et qualitatives des nuclŽoles. Les caractŽristiques des nuclŽoles peuvent donc 

constituer un facteur pronostique du cancer. 

 

Stimulation de la synth•se des ARNr  

La synth•se des ARNr par lÕARN polymŽrase I nŽcessite la phosphorylation du facteur 

UBF. Les kinases ou les phosphatases de ce facteur sont frŽquemment retrouvŽes 

surexprimŽes ou rŽprimŽes dans les cas de cancer. CÕest notamment le cas de la casŽine 

kinase II dont la surexpression est retrouvŽe dans des cas de leucŽmies et de tumeurs solides 

(Ruggero and Pandolfi, 2003). Certaines Žtudes ont Žgalement montrŽ que les cellules 

cancŽreuses ont un taux dÕARNr 45S augmentŽ. A titre dÕexemple, dans un mod•le de 

progression tumorale ŽtudiŽ par lÕŽquipe de J.J. Diaz, les auteurs observent une augmentation 

de 20 % du taux de transcrits 45S dans les cellules agressives comparŽes aux cellules 

contr™les (Belin et al., 2009). DÕautre part, le groupe de R.J. White a mis en Žvidence une 

dŽrŽgulation de lÕARN polymŽrase III associŽe ˆ une augmentation du taux de transcrit 5S 

dans le cancer du col de lÕutŽrus (Daly et al., 2005).  

Ces donnŽes bibliographiques mettent en Žvidence que la synth•se des ARNr est dans la 

plupart des cas augmentŽe dans les cellules cancŽreuses. Les ARNr constituant le composant 

limitant de la biogen•se des ribosomes, lÕaugmentation de leur synth•se pourrait signer une 

augmentation de ce processus. 

 

DŽrŽgulation de certaines protŽines ribosomiques dans les cellules cancŽreuses 
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Comme nous avons pu le voir, les cancers se caractŽrisent par une stimulation de 

lÕactivitŽ de lÕARN polymŽrase I. La surexpression de protŽines ribosomiques a Žgalement ŽtŽ 

frŽquemment retrouvŽe dans les cas de cancers. NŽanmoins, ce nÕest jamais lÕensemble des 

protŽines ribosomiques qui est touchŽ mais seulement certaines. LÕimplication des protŽines 

ribosomiques dans les cancers a ŽtŽ largement ŽtudiŽe dans les cancers colorectaux. RPL31 

est la premi•re protŽine ribosomique retrouvŽe surexprimŽe dans les cellules issues de ces 

tumeurs. Depuis, la surexpression dÕautres protŽines ribosomiques a ŽtŽ observŽe dans ces 

cancers et font lÕobjet de la revue de M.D. Lai (Lai and Xu, 2007). 

En revanche, la rŽduction de lÕexpression de certaines protŽines ribosomiques a 

Žgalement ŽtŽ observŽe dans des cas de cancers colorectaux comme par exemple RPL5 (Lai 

and Xu, 2007). De la m•me mani•re, des Žtudes menŽes chez le poisson z•bre ont mis en 

Žvidence que les mutations conduisant ˆ la rŽduction de lÕexpression de certaines protŽines 

ribosomiques augmentaient la prŽdisposition de ces poissons ˆ dŽvelopper des tumeurs  

(Amsterdam et al., 2004; Lai et al., 2009). 

Ces donnŽes ont contribuŽ ˆ montrer que les protŽines ribosomiques sont frŽquemment 

retrouvŽes surexprimŽes ou mutŽes dans les cancers. Toutefois, le lien entre ces perturbations 

et le cancer nÕest pas Žtabli.   

 

Augmentation de la synth•se protŽique dans les cellules cancŽreuses 

La fonction des ribosomes est dÕassurer la synth•se des protŽines. La stimulation de la 

biogen•se des ribosomes observŽe dans les cellules cancŽreuses sugg•re que la synth•se des 

protŽines de ces cellules est plus importante que dans des cellules normales. 

Les revues de D. Silvera et B. Bilanges montrent le lien entre le contr™le de la 

traduction et le dŽveloppement tumoral (Bilanges and Stokoe, 2007; Silvera et al., 2010). Ces 

revues montrent que la majoritŽ des facteurs de traduction est surexprimŽe dans les cas de 
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cancers. Par exemple, la surexpression du g•ne codant le facteur eIF4A est retrouvŽe dans les 

hŽpatocarcinomes et les mŽlanomes. 

Les souris transgŽniques surexprimant c-myc ˆ partir du promoteur des chaines lourdes 

dÕimmunoglobulines (souris Eµ-Myc) dŽveloppent des lymphomes ˆ cellules B. La mesure du 

taux dÕincorporation de la mŽthionine 35S montre une incorporation plus importante chez les 

souris Eµ-Myc signant une augmentation de la synth•se protŽique (Barna et al., 2008). De la 

m•me mani•re, la stimulation de la transcription de lÕARN polymŽrase III par la 

surexpression dÕun facteur essentiel ˆ son activitŽ transforme les MEF (Mouse Embryonic 

Fibroblast). Cette transformation est associŽe ˆ lÕaugmentation de la synth•se protŽique. De 

fa•on intŽressante, ces effets sont corrŽlŽs ˆ une augmentation du taux dÕARNt initiateur 

portant la mŽthionine qui est limitant dans la cellule. La surexpression de cet ARNt conduit 

Žgalement ˆ lÕaugmentation de la synth•se protŽique et suffit ˆ elle seule ˆ induire la 

transformation cellulaire (Marshall et al., 2008). 

Ces donnŽes montrent quÕune augmentation de la synth•se protŽique peut conduire au 

dŽveloppement tumoral. 

 

1-2 Modifications qualitatives des ribosomes et de leur fonction 

 

Le paragraphe prŽcŽdent a mis en Žvidence que les cellules cancŽreuses ont une 

biogen•se des ribosomes et une synth•se protŽique augmentŽes.  

Afin de dŽterminer si des modifications qualitatives des ribosomes pouvaient •tre 

observŽes, le groupe de J.J. Diaz a analysŽ les voies de maturation des ARNr ainsi que leurs 

modifications post-transcriptionnelles dans un mod•le de progression tumorale. LÕanalyse des 

intermŽdiaires des ARNr par des mesures radioactives ˆ lÕaide de sonde sÕhybridant avec les 

ARNr 28S, 18S et 5,8S a mis en Žvidence lÕapparition dÕun intermŽdiaire nÕappartenant ˆ 
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aucune des deux voies de maturation dŽcrites. De plus, lÕanalyse du taux de mŽthylation de 

ces ARNr montre une augmentation de cette modification sur certains sites des ARNr 28S et 

5,8S (Belin et al., 2009). Ces rŽsultats indiquent que les cellules cancŽreuses prŽsentent des 

modifications qualitatives des ribosomes. 

Le mod•le de progression tumorale ŽtudiŽ par lÕŽquipe de J.J. Diaz a Žgalement permis 

de mettre en Žvidence une rŽduction de la traduction IRES dŽpendante (Belin et al., 2009). Au 

cours de la mitose, la traduction devient dŽpendante de lÕIRES. M. Barna et al. ont mesurŽ la 

production de la protŽine CDK11p58, qui est un g•ne suppresseur de tumeur et dont la 

traduction est IRES dŽpendante, dans les souris Eµ-Myc apr•s synchronisation des cellules. 

Les cellules B issues de ces souris ne produisent plus cette protŽine (Barna et al., 2008).  

Ces donnŽes montrent que le dŽveloppement tumoral sÕaccompagne Žgalement de 

modifications qualitatives des ribosomes et de la traduction sans pour autant dŽmontrer ˆ ce 

jour un lien de cause ˆ effet entre ces deux phŽnom•nes. 

 

1-3 La stimulation de la biogen•se des ribosomes est-elle nŽcessaire 

au dŽveloppement du cancer ? 

 

LÕensemble de ces donnŽes bibliographiques montre que les cellules cancŽreuses 

subissent des modifications quantitatives et qualitatives des ribosomes conduisant ˆ une 

augmentation de la synth•se protŽique et potentiellement ˆ une modification de la qualitŽ de 

la traduction. Ces modifications sont-elles une consŽquence ou une des causes de la 

transformation cellulaire ? Cette sous-partie traitera des diffŽrentes expŽriences entreprises 

afin de tenter de rŽpondre ˆ cette question. Comme nous le verrons, cette question fait 

toujours dŽbat. 

  LÕhaploinsuffisance en protŽines ribosomiques rŽverse le phŽnotype cancŽreux 
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M. Barna et al. ont croisŽ les souris transgŽniques Eµ-Myc avec des souris Rpl24 +/- et 

testŽ lÕeffet de cette haploinsuffisance sur la lymphomagen•se induite par c-Myc. Les souris 

Eµ-Myc /Rpl24+/- prŽsentent une survie plus importante et une rate normale comparŽe aux 

souris Eµ-Myc indiquant que lÕhaploinsuffisance en RPL24 attŽnue la lymphomagen•se 

induite par c-Myc. Les auteurs ont ensuite testŽ les effets de cette haploinsuffisance sur les 

diffŽrents param•tres perturbŽs par c-Myc. LÕattŽnuation du phŽnotype cancŽreux est corrŽlŽe 

ˆ une diminution de la synth•se protŽique et la rŽexpression de CDK11p58 au cours de la 

mitose (Barna et al., 2008). Ces rŽsultats dŽmontrent que la stimulation de la biogen•se des 

ribosomes induite par c-Myc contribue ˆ la lymphomagen•se induite par ce facteur.  

 

 

LÕinhibition de la transcription ou de la maturation des ARNr attŽnue le phŽnotype 

transformŽ 

LÕactinomycine D est une drogue couramment utilisŽe dans la thŽrapie anticancŽreuse. 

Par exemple, elle est utilisŽe dans les rhabdomyosarcomes. Les cellules de ce type de cancer 

prolif•rent moins vite en rŽponse ˆ de faibles doses dÕactinomycine D (Marchal et al., 1997). 

A faible dose, lÕactinomycine D bloque prŽfŽrentiellement lÕARN polymŽrase I induisant une 

rŽduction de la synth•se des ARNr (Pinol-Roma and Dreyfuss, 1991). De la m•me mani•re, le 

traitement des cellules U2OS et SaoS-2 par de faibles doses dÕactinomycine D induit une 

apoptose et un arr•t du cycle cellulaire en phase G1. Ces effets sont dŽpendants de p53 

(Montanaro et al., 2007). Des rŽsultats similaires sont observŽs avec une autre drogue qui 

inhibe la maturation des ARNr, la 5 fluoro-uracile, ou encore avec un dominant nŽgatif dÕune 

protŽine impliquŽe dans la maturation de la grande sous-unitŽ du ribosome (Pestov et al., 

2001; Sun et al., 2007). 
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Ces donnŽes dŽmontrent quÕune inhibition de la synth•se ou de la maturation des ARNr 

attŽnue le phŽnotype cancŽreux. 

 

 

Un mutant MDM-2 incapable dÕinteragir avec les protŽines ribosomiques accŽl•re la 

lymphomagen•se induite par c-Myc 

Le groupe dÕY.Zhang a dŽcrit un mutant de MDM-2 (MDM-2C305F) incapable 

dÕinteragir avec les protŽines ribosomiques RPL5 et RPL11. Les souris transgŽniques 

produisant ce mutant ˆ lÕŽtat hŽtŽrozygote ou homozygote se dŽveloppent normalement. En 

revanche, lÕinduction dÕun stress ribosomique par de faibles doses dÕActD dans les MEF issus 

de ces souris conduit ˆ une stabilisation moins importante de p53 que les MEF issus de souris 

sauvages indiquant que ce mutant alt•re la voie de stress ribosomique. Afin de tester lÕeffet de 

ce mutant sur la lymphomagen•se induite par c-Myc, les auteurs ont croisŽ les souris Eµ-Myc 

avec les souris MDM-2C305F. Ces souris dŽveloppent des lymphomes ˆ cellules B plus 

rapidement que les souris Eµ-Myc/MDM-2wt et survivent moins longtemps (Macias et al., 

2010). 

Ces rŽsultats sugg•rent que lÕemp•chement dÕun stress ribosomique est important pour 

la lymphomagen•se induite par c-Myc. 

 

Les rŽsultats prŽsentŽs dans cette partie sont en faveur dÕune contribution de 

lÕaugmentation de la biogen•se des ribosomes et de la synth•se protŽique dans la progression 

tumorale. Ils ne permettent toutefois pas de trancher dŽfinitivement sur une contribution 

active de ces augmentations. Ils mettent Žgalement en Žvidence une certaine addiction des 

cellules cancŽreuses ˆ cette biogen•se augmentŽe (voir paragraphe 1-5). 
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1-4 Lien entre biogen•se des ribosomes et prolifŽration cellulaire 

 

Nous pouvons constater que la rŽpression de la biogen•se des ribosomes induit un arr•t 

de prolifŽration. Dans certains cas, cet arr•t de prolifŽration est dirigŽ par lÕactivation de p53 

via le mŽcanisme de stress ribosomique dŽcrit prŽcŽdemment. NŽanmoins, la diminution de la 

biogen•se des ribosomes observŽe sous lÕeffet de la protŽine Arf en absence de p53 conduit 

Žgalement ˆ un arr•t de prolifŽration. Ces rŽsultats sugg•rent que la biogen•se des ribosomes 

pourrait contr™ler la prolifŽration cellulaire via des mŽcanismes indŽpendants de lÕactivation 

de p53 (Weber et al., 2000). 

Il existe chez la levure un point crucial situŽ au cours de la phase G1 appelŽ START. Ce 

point de contr™le emp•che le passage en phase S quand certaines conditions ne sont pas 

remplies comme une taille suffisante des cellules (Johnston et al., 1977). Ce point de contr™le 

fait intervenir la protŽine Whi5 qui est lÕhomologue de la protŽine pRb (RŽtinoblastome) chez 

lÕHomme. Le groupe de M. Tyers a rŽprimŽ chez la levure deux facteurs de transcription 

important pour la biogen•se des ribosomes. Cette rŽpression conduit ˆ la diminution de la 

taille des levures et un blocage des cellules en phase G1. DÕautre part, ˆ lÕinstar de lÕinhibition 

de la traduction par le cycloheximide, cette rŽpression conduit ˆ un retard du passage de ce 

point START. Ces rŽsultats Žtablissent une corrŽlation entre la taille des cellules, la biogen•se 

des ribosomes, le taux de synth•se protŽique et le passage des cellules en phase S (Jorgensen 

et al., 2004). 

Une Žtude plus rŽcente a Žgalement mis en Žvidence quÕune perturbation de la 

biogen•se des ribosomes conduit une augmentation de la durŽe de la phase G1. Cependant, 

contrairement ˆ lÕŽtude prŽcŽdente, les levures prŽsentant une perturbation de la biogen•se 

des ribosomes ne sont pas plus petites que les levures sauvages (Bernstein et al., 2007). 
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Ces rŽsultats indiquent que la biogen•se des ribosomes favorise le passage en phase S 

des cellules. DÕautre part, ce point START dŽcrit pour •tre contr™lŽ par la taille des cellules, 

pourrait sÕavŽrer •tre contr™lŽ par la biogen•se des ribosomes. 

Il a Žgalement ŽtŽ dŽcrit chez les eucaryotes supŽrieurs un point de contr™le au cours du 

cycle rŽgulŽ par la taille de la cellule, notamment dans les Žrythroblastes aviaires (Dolznig et 

al., 2004). Enfin, la mutation dÕune protŽine essentielle pour la production des protŽines 

ribosomiques chez la drosophile conduit ˆ une rŽduction de la taille des mouches ainsi quÕune 

prolifŽration moins importante (Montagne et al., 1999).  

Ces rŽsultats sugg•rent que la biogen•se des ribosomes pourrait contribuer ˆ la 

prolifŽration cellulaire en contr™lant la taille des cellules qui contr™le le passage dÕun point 

prŽcis dans la phase G1 du cycle cellulaire. Par consŽquent, la stimulation de la biogen•se des 

ribosomes permettrait aux cellules cancŽreuses dÕatteindre plus rapidement la taille nŽcessaire 

au passage de ce point critique et donc de prolifŽrer plus rapidement. Toutefois, lÕŽtude de 

K.A. Bernstein et al. sugg•re que la biogen•se des ribosomes pourrait Žgalement contr™ler 

directement ce passage en rŽprimant certaines protŽines importantes pour le passage de ce 

point comme la protŽine pRb (Bernstein et al., 2007).  

 

 

 

1-5 SensibilitŽ particuli•re des cellules cancŽreuses ˆ une diminution 

de la biogen•se des ribosomes ? 

 

LÕhaploinsuffisance en protŽine RPL24 induit la mort par apoptose des cellules de 

lymphomes B issues de souris transgŽniques Eµ-Myc. En revanche, de mani•re surprenante, 
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les lymphocytes B issues de souris sauvages ne sont pas sensibles ˆ cette haploinsuffisance 

(Barna et al., 2008). 

Depuis de nombreuses annŽes, le traitement du cancer fait appel ˆ des drogues 

chimiothŽrapeutiques qui ont pour visŽe de tuer spŽcifiquement les cellules cancŽreuses. Nous 

avons pu voir dans un paragraphe prŽcŽdent que lÕactinomycine D ˆ faibles doses et la 5FU 

ciblent la synth•se et la maturation des ARNr respectivement. Le groupe de D. Eick a pu 

montrer quÕune grande partie des drogues utilisŽes pour les traitements chimiothŽrapeutiques 

ciblent Žgalement la biogen•se des ribosomes (Burger et al., 2010).  

Ces observations sugg•rent que les cellules cancŽreuses pourraient avoir une sensibilitŽ 

particuli•re ˆ une perturbation de la biogen•se des ribosomes. Cependant, ˆ lÕheure actuelle, 

les mŽcanismes responsables de cette addiction ne sont pas encore connus. Comprendre ces 

mŽcanismes pourrait ouvrir de nouvelles perspectives thŽrapeutiques. 

 

2- Les pathologies associŽes ˆ une altŽration de la biogen•se des ribosomes 

 

Contrairement au cancer, certaines pathologies sont caractŽrisŽes par une perturbation de la 

biogen•se des ribosomes ˆ cause dÕune mutation ou dÕune dŽlŽtion touchant un acteur de cette 

biogen•se. Ces maladies et la protŽine touchŽe correspondante sont listŽes sur le tableau 4 et 

sont documentŽes dans la revue de A. Narla et B.L. Ebert (Narla and Ebert, 2010). Je 

focaliserai cette partie sur lÕanŽmie de Diamond-Blackfan et le syndrome MDS 5q- qui 

entrainent chez les patients des dŽfauts hŽmatopo•Žtiques et en particulier des dŽfauts touchant 

la lignŽe Žrythrocytaire.!
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!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!2-1 LÕanŽmie de Diamond-Blackfan 

 

LÕanŽmie de Diamond-Blackfan (DBA) est une maladie congŽnitale touchant 5 ˆ 7 

enfants par millions de naissances. Les patients souffrant de DBA prŽsentent une anŽmie 

Maladie ProtŽines 
touchŽes 

DŽfaut 
Žrythropo•Žtique 

Activation 
de p53 

AnŽmie de 
Diamond 
Blackfan 

RPS19 (25%) 
RPS24 
RPS17 
RPL35a 
RPL5 
RPL11 
RPS7 
RPL36 
RPS15 
RPS27a 
RPS10 
RPS26 

Oui Oui 

MDS 5q- RPS14 Oui Oui 

DyskŽratose 
congŽnitale 

DKC1 Oui Oui 

Hypoplasie 
des cartilages 
et des cheveux 

RMRP Oui Non 
dŽterminŽ 

Syndrome de 
Treacher-

Collins 

TCOF1 Non Oui 

Syndrome de 
Shwachman-

Diamond 

SBDS Non Oui 

Tableau 4: Pathologies associŽes ˆ une altŽration de la biogen•se des ribosmes 
                     (dÕapr•s Narla and Ebert, 2010) 
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modŽrŽe ou sŽv•re gŽnŽralement macrocytaire et nÕont quÕun faible nombre de rŽticulocytes. 

DÕautres dŽfauts hŽmatopo•Žtiques sont Žgalement observŽs mais sont moins consŽquents que 

le dŽfaut Žrythropo•Žtique. Dans pr•s de la moitiŽ des cas, les patients prŽsentent des 

malformations et des retards de croissance (Da Costa et al., 2010). DÕautre part, les patients 

atteints de DBA ont une susceptibilitŽ accrue au dŽveloppement de cancers (Lipton, 2006). 

Des Žtudes de liaison ont mis en Žvidence une anomalie gŽnŽtique frŽquente localisŽe 

sur le chromosome 19q13 chez lÕHomme (Gustavsson et al., 1997a ; Gustavsson et al., 

1997b). Cette rŽgion comprend le g•ne codant la protŽine ribosomique RPS19. De fa•on 

surprenante, le quart des patients atteints de DBA prŽsentent des mutations au niveau de ce 

g•ne (Draptchinskaia et al., 1999). Depuis cette premi•re observation, 127 mutations du g•ne 

rps19 ont ŽtŽ documentŽes et sont rŽpertoriŽes dans la revue de M.F. Campagnoli 

(Campagnoli et al., 2008). Ces mutations peuvent •tre soit des insertions/dŽlŽtions, des 

mutations faux sens ou encore des mutations ponctuelles. Elles peuvent conduire ˆ une 

rŽduction du niveau dÕexpression du transcrit de la protŽine RPS19, ˆ une dŽlocalisation 

nuclŽolaire ou ˆ un dŽfaut dÕassociation avec le ribosome. Quelque soit le type de mutations, 

ces mutations ont ŽtŽ retrouvŽes ˆ lÕŽtat hŽtŽrozygote avec le deuxi•me all•le sauvage 

soulignant le caract•re dominant de la transmission de la maladie. 

 DÕautres g•nes codant des protŽines ribosomiques ont Žgalement ŽtŽ retrouvŽs mutŽs 

chez les patients atteints de DBA. Ainsi, les protŽines RPS10, RPS26, RPL5, RPL11, RPS17, 

RPS24, RPL35a sont retrouvŽes mutŽes dans une proportion moins importante de patients 

atteints de DBA que les mutations touchant RPS19 (Choesmel et al., 2008; Cmejla et al., 

2009; Doherty et al., 2010; Farrar et al., 2008; Gazda et al., 2008; Quarello et al., 2010). 

La rŽpression de RPS19 par siARN dans les fibroblastes issus de sujets sains induit des 

dŽfauts de maturation de lÕARNr 18S, une sŽquestration nuclŽaire de la particule prŽ-40S et 

une dŽsorganisation nuclŽolaire (Choesmel et al., 2007). Ces rŽsultats indiquent que la 
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rŽpression de RPS19 conduit ˆ des dŽfauts de la biogen•se des ribosomes. Ces donnŽes 

sugg•rent que la DBA pourrait •tre associŽe ˆ une perturbation de la biogen•se des 

ribosomes. 

 

2-2  Le syndrome MDS 5q- 

 

Le syndrome MDS 5q- est un syndrome myŽlodysplasique caractŽrisŽ par une anŽmie 

macrocytaire, un nombre de plaquettes sanguines normal ou ŽlevŽ et une progression tr•s 

lente de leucŽmies aigŸes myŽlo•des. Le point commun chez tous les patients atteints de cette 

maladie est une dŽlŽtion dÕune rŽgion du bras court du chromosome 5 (Narla and Ebert, 2010) 

(Boultwood, 2010). 

La rŽgion minimale dŽlŽtŽe commune aux patients atteints de MDS 5q- contient 40 

g•nes. Le groupe de T.R. Golub a entrepris de rŽprimer individuellement chacun des 40 g•nes 

par siARN dans des progŽniteurs hŽmatopo•Žtiques humains normaux afin de dŽterminer 

lequel est impliquŽ dans ce syndrome. La rŽpression du g•ne codant la protŽine ribosomique 

RPS14 mime le syndrome MDS 5q- avec une sŽv•re rŽduction des cellules Žrythrocytaires et 

un nombre de plaquettes relativement normal. De plus, lÕexpression forcŽe de RPS14 dans des 

cellules de moelle osseuse de patients restaure le phŽnotype normal. Ces rŽsultats permettent 

de conclure que lÕhaploinsuffisance en RPS14 est probablement impliquŽe dans le phŽnotype 

Žrythrocytaire associŽ ˆ ce syndrome. DÕautre part, une analyse de la maturation des ARNr a 

mis en Žvidence que la rŽpression de RPS14 conduit ˆ un dŽfaut de maturation de lÕARNr 18S 

et de la formation de la sous-unitŽ 40S (Ebert et al., 2008). Ces rŽsultats sugg•rent que la 

rŽduction du taux de protŽine RPS14 induite par la dŽlŽtion du bras court du chromosome 5 

entraine une perturbation de la biogen•se des ribosomes.  
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2-3 MŽcanismes ˆ lÕorigine des pathologies DBA et 5q- :  

lien avec p53 

 

Plusieurs mod•les in vivo et in vitro ont ŽtŽ dŽveloppŽs afin dÕidentifier les mŽcanismes 

impliquŽs dans lÕanŽmie DBA et le syndrome MDS 5q-.  

Mod•les in vitro pour la DBA 

Le groupe de S. Karlsson a analysŽ lÕeffet de lÕabsence de RPS19 dans les cellules 

souches CD34+ humaines et la lignŽe de cellules Žrythro•des humaines TF-1. Dans ces deux 

mod•les, lÕabsence de RPS19 conduit ˆ un arr•t de prolifŽration et ˆ un blocage de la 

diffŽrenciation Žrythrocytaire prŽcoce (Flygare et al., 2005; Miyake et al., 2008) mimant les 

effets observŽs dans la DBA. Des rŽsultats similaires ont ŽtŽ observŽs en rŽprimant RPS19 

dans les cellules de foie fÏtal murin (Sieff et al., 2010) indiquant un r™le de RPS19 dans les 

premiers stades de lÕŽrythropo••se. 

La DBA prŽsente des phŽnotypes similaires ˆ ceux observŽs dans une aplasie des 

globules rouges induite chez le chat par un virus. LÕenveloppe du virus alt•re la fonction de la 

protŽine FLVCR1 qui est le rŽcepteur du virus et qui se trouve •tre un transporteur de lÕh•me 

de lÕhŽmoglobine. LÕanalyse dÕŽchantillons de patients atteints de DBA montre lÕexpression 

du transcrit alternatif de FLVCR1 observŽ chez les chats malades. LÕexpression de ce transcrit 

est augmentŽe apr•s rŽpression de rps19 dans les cellules leucŽmiques K562 (Rey et al., 

2008). Ces donnŽes sugg•rent un lien entre les dŽfauts de biogen•se des ribosomes observŽs 

chez les patients atteints de DBA et des dŽfauts de transport de lÕh•me de lÕhŽmoglobine 

contribuant aux dŽfauts Žrythropo•Žtiques. Elles permettent Žgalement de mettre en avant un 

r™le de RPS19 dans le contr™le de lÕŽpissage qui reste encore inconnu. 

 

 Mod•les in vivo pour la DBA 
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Chez le poisson z•bre : Le groupe de S. Lin a dŽveloppŽ un mod•le de poisson z•bre 

dans lequel les auteurs rŽpriment le g•ne codant la protŽine RPS19 par Ç morpholino È. La 

rŽduction de 50 % du taux de protŽine RPS19 conduit comme la DBA ˆ une absence de 

cellules Žrythrocytaires matures soulignant un dŽfaut dÕŽrythropo••se. Ces dŽfauts 

Žrythropo•Žtiques sont associŽs ˆ une augmentation du taux de protŽine p53. Dans le but de 

dŽterminer si cette augmentation contribue aux effets de la dŽplŽtion de RPS19, les auteurs 

ont rŽprimŽ p53 par des Ç morpholinos È. En absence de p53, lÕabsence de RPS19 nÕa plus 

aucun effet sur le lignage Žrythrocytaire (Danilova et al., 2008). Ces rŽsultats semblent 

indiquer une contribution cruciale de p53 aux dŽfauts Žrythropo•Žtiques observŽs en absence 

de RPS19. NŽanmoins, nous pouvons nous demander si cette dŽpendance vis ˆ vis de p53 

nÕest pas une consŽquence de lÕabsence totale de la protŽine RPS19. En effet, les patients 

atteints de DBA portent les mutations de RPS19 ˆ lÕŽtat hŽtŽrozygote, exprimant donc encore 

RPS19. Cette Žtude ne permet pas dÕextrapoler sur un Žventuel r™le de p53 dans les conditions 

similaires ˆ celles observŽes chez les patients. 

Chez la souris : Une Žtude de mutagen•se chimique ˆ grande Žchelle a ŽtŽ menŽe par le 

groupe de G.S. Barsh. Cette Žtude a identifiŽ deux mutations Dsk3 et Dsk4 conduisant ˆ des 

dŽfauts mŽlanocytaires. Les auteurs ont pu dŽterminer que ces mutations touchent les g•nes 

codant les protŽines ribosomiques RPS19 (Dsk3) et RPS20 (Dsk4). Les dŽfauts 

mŽlanocytaires sont associŽs ˆ une diminution du nombre de cellules Žrythrocytaires. Ces 

rŽsultats indiquent que la mutation de RPS19 conduit ˆ une perturbation de lÕŽrythropo••se. 

De plus, les auteurs ont Žgalement observŽ une augmentation du taux de protŽine p53 ŽvaluŽ 

par immunofluorescence dans les souris mutŽes pour RPS19. La mutation de RPS19 dans un 

fond gŽnŽtique dŽpourvu de p53 nÕentraine aucun phŽnotype, notamment au niveau de 

lÕŽrythropo••se (McGowan et al., 2008). Ces rŽsultats indiquent que les effets de la mutation 

de RPS19 sont dŽpendants de lÕactivation de p53. 
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LÕensemble de ces rŽsultats sugg•re que les mutations de RPS19 observŽes chez les 

patients atteints de DBA sont tr•s probablement impliquŽes dans les dŽfauts Žrythrocytaires 

associŽs ˆ cette pathologie. Ces mod•les mettent Žgalement en avant une activation de p53. 

Cependant, aucune donnŽe sur une Žventuelle activation et un Žventuel r™le de p53 chez les 

patients nÕest disponible ˆ ce jour. 

 LÕactivation de p53 est Žgalement observŽe apr•s dŽplŽtion dÕun certain nombre de 

protŽines ribosomiques comme RPS6 (Fumagalli et al., 2009). LÕactivation de p53 est alors 

dirigŽe par la voie de stress ribosomique vue prŽcŽdemment. Nous pouvons donc penser que 

lÕactivation de p53 observŽe dans les mod•les mimant la DBA est la consŽquence dÕun stress 

ribosomique induit par lÕhaploinsuffisance de RPS19. NŽanmoins, nous pouvons constater 

que parmi les protŽines mutŽes dans certains cas de DBA, nous retrouvons RPL11 et RPL5 

qui sont dŽcrites pour interagir avec MDM-2 et inhiber ses fonctions conduisant ˆ lÕactivation 

de p53. La dŽplŽtion de RPL11 chez le poisson z•bre conduit ˆ une apoptose massive 

dŽpendante de p53 (Chakraborty et al., 2009). NŽanmoins, le mŽcanisme dÕactivation de p53 

dans cette Žtude nÕa pas clairement ŽtŽ Žtabli et semble indŽpendant dÕautres protŽines 

ribosomiques comme RPL5 et RPL23 connues Žgalement pour interagir avec MDM-2. Des 

Žtudes plus approfondies doivent •tre menŽes afin de mieux comprendre les mŽcanismes de la 

DBA induite par des mutations de RPL11 ou RPL5. Des donnŽes prŽliminaires prŽsentŽes 

lors du 51•me congr•s de lÕASH (American Society of Hematology) (Horos et al. (rŽsumŽ 

n¡179) ; Moniz et al. (rŽsumŽ n¡176) ; Payne et al. (rŽsumŽ n¡177) ; Caywood et al. (rŽsumŽ 

n¡1096)) et du 17•me congr•s de lÕHŽmoglobin Switching (Horos et al. (poster n¡32)) mettent 

en Žvidence des mŽcanismes indŽpendants de p53 qui conduiraient au m•me titre que ceux 

dŽpendants de p53 ˆ la DBA. Ces donnŽes sugg•rent que lÕhaploinsuffisance en protŽines 
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ribosomiques induirait un dŽfaut de traduction dŽpendante de lÕIRES conduisant ˆ la 

rŽpression de protŽines importantes pour la diffŽrenciation Žrythrocytaire.  

Mod•le pour le syndrome MDS 5q- 

Afin dÕŽtablir la contribution de la dŽplŽtion de RPS14 dans le syndrome MDS 5q-, le 

groupe dÕA.N. McKenzie a dŽveloppŽ un mod•le de souris transgŽniques prŽsentant une 

dŽlŽtion dÕune rŽgion du bras court du chromosome 5 comprenant le g•ne codant RPS14. Les 

souris prŽsentant cette dŽlŽtion montrent un marquage TER119 (glycoprotŽine spŽcifique de 

la lignŽe Žrythrocytaire) diminuŽ par rapport aux souris sauvages. De plus, lÕanalyse en 

cytomŽtrie de flux montre la prŽsence de grosses cellules Žrythro•des ou macrocytes. Ces 

rŽsultats indiquent que la dŽplŽtion de RPS14 induit une anŽmie macrocytaire. Un marquage 

intracellulaire permettant la dŽtection de p53 a montrŽ que, comme les mod•les de souris 

DBA, lÕhaploinsuffisance en RPS14 conduit ˆ lÕapparition dÕun tr•s petit nombre de cellules 

exprimant p53. LÕabsence de p53 dans les souris dŽplŽtŽes en RPS14 permet la restauration 

du nombre de progŽniteurs Žrythrocytaires (Barlow et al., 2010). Ces rŽsultats indiquent que 

lÕhaploinsuffisance de RPS14 dans ce mod•le conduit ˆ une stabilisation de p53 contribuant ˆ 

lÕanŽmie macrocytaire. Cependant, comme pour la DBA, lÕaugmentation de p53 et son r™le 

chez les patients atteints du syndrome MDS 5q- nÕont jamais ŽtŽ dŽcrits ˆ ce jour. 

En revanche, ce mod•le murin ne permet pas de mimer lÕintŽgralitŽ de la maladie. En 

effet, les patients atteints du syndrome MDS 5q- prŽsentent un nombre de plaquettes normal 

ou ŽlevŽ. Or, dans ce mod•le, les souris montrent une rŽduction de leur nombre de plaquettes. 

Ces rŽsultats sugg•rent quÕun autre g•ne que celui codant RPS14 contribue ˆ la pathologie 

MDS 5q-. La comparaison dÕexpression de miARN entre les souris sauvages et dŽlŽtŽes de la 

rŽgion 5q a permis dÕidentifier les miARN miR-145 et miR-146 comme Žtant diminuŽs dans 

les souris del(5q). La rŽpression de ces miARN conduit ˆ stimulation de la mŽgacaryopo••se 

dont les effets dŽpendent de lÕIL-6 (Starczynowski et al., 2010). Parmi les cibles de miR-145, 
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nous pouvons noter le g•ne fli -1 qui est un facteur important pour la mŽgacaryopo••se 

(Starczynowski and Karsan, 2010). De plus, lÕIL-6 est un inducteur de FLI-1 (Hodge et al., 

2002). Ces rŽsultats sugg•rent que la surexpression de fli -1 pourrait Žgalement contribuer au 

syndrome MDS 5q-. 

 

Contribution de p53 aux maladies du ribosome 

Nous avons vu que plusieurs mod•les de la DBA et du syndrome MDS 5q- sont 

caractŽrisŽs par une activation fonctionnelle de p53. Cette dŽpendance vis ˆ vis de p53 a 

Žgalement ŽtŽ dŽmontrŽe dans des mod•les dÕautres pathologies associŽes ˆ une altŽration de 

la biogen•se des ribosomes comme le syndrome de Treacher-Collins (Jones et al., 2008). 

Cette maladie est associŽe ˆ la mutation de la protŽine TCOF-1, une protŽine nuclŽolaire 

importante pour la transcription par lÕARN polymŽrase I (Valdez, 2004). Ces rŽsultats 

indiquent donc que lÕactivation de p53 est un ŽvŽnement rŽcurrent observŽ dans les mod•les 

de maladies du ribosome et pourrait constituer une cible thŽrapeutique de choix pour traiter 

ces maladies sous rŽserve de montrer lÕimplication de p53 chez les patients. 

 

2-4 SensibilitŽ particuli•re de lÕŽrythropo••se ˆ une  

rŽduction de la  biogen•se des ribosomes ? 

 

Il est assez frappant de constater quÕune majoritŽ des maladies liŽes ˆ une rŽduction de 

la biogen•se des ribosomes sont caractŽrisŽes par une anŽmie. Ces observations peuvent 

mettre en Žvidence une sensibilitŽ particuli•re des cellules Žrythrocytaires ˆ une telle 

rŽduction. Les mŽcanismes qui pourraient engendrer cette sensibilitŽ ne sont pour lÕinstant pas 

connus.  
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OBJECTIFS DE LA THéSE  

 

Les g•nes spi-1 et fli-1 sont activŽs de mani•re rŽcurrente par les virus SFFV et F-

MuLV. Ils codent respectivement les facteurs de transcription de la famille ETS, SPI-1 et 

FLI-1 qui reconnaissent une m•me sŽquence cÏur consensus GGAA. Nous avons pu voir 

dans mon introduction que lÕactivation de ces deux facteurs est importante pour le 

dŽveloppement ŽrythroleucŽmique et contribue ˆ la fois ˆ la survie, ˆ la prolifŽration et au 

blocage de la diffŽrenciation des Žrythroblastes infectŽs. De plus, notre Žquipe a montrŽ avant 

mon arrivŽe au laboratoire que SPI-1 est un activateur transcriptionnel du g•ne fli -1. 

Parmi les intŽgrations provirales du virus de Friend conduisant ˆ une ŽrythroleucŽmie, il est 

intŽressant de noter que plus de trois quarts dÕentre elles conduisent ˆ lÕactivation de deux 

facteurs ETS. Cette observation souligne lÕimportance des g•nes cibles de ces deux facteurs 

dans le dŽveloppement ŽrythroleucŽmique. De plus, des Žtudes mentionnŽes dans mon 

introduction montrent que des facteurs ETS peuvent rŽguler les m•mes g•nes cibles malgrŽ 

une sŽquence nuclŽotidique bordant la sŽquence GGAA reconnue par chacun des facteurs 

diffŽrente. DÕautre part, nous pouvons Žgalement remarquer que les contributions des facteurs 

FLI-1 et SPI-1 sont tr•s voisines dans les cellules ŽrythroleucŽmiques. Ces observations nous 

ont conduit ˆ proposer que SPI-1 et FLI-1 rŽgulent directement lÕexpression de g•nes 

cibles communs et contribuent de mani•re additive ˆ la survie, ˆ la prolifŽration et au 

blocage de la diffŽrenciation des Žrythroblastes (Figure 14). Afin de tester cette hypoth•se, 

jÕai utilisŽ deux clones ŽrythroleucŽmiques dŽrivŽs des lignŽes 745A (lignŽe SFFV) et NN10 

(lignŽe F-MuLV) qui ont ŽtŽ obtenus avant mon arrivŽe au laboratoire par Ga‘tan Juban. Ces 

deux clones permettent la rŽpression inductible de lÕexpression de fli -1 par interfŽrence par 

lÕARN. Comme nous le verrons dans la premi•re partie de mes rŽsultats, SPI-1 et FLI-1 
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rŽgulent directement lÕexpression de g•nes cibles communs dont une grande proportion est 

impliquŽe dans la biogen•se des ribosomes.!

!

!

!

La deuxi•me partie de mon travail a consistŽ ˆ dŽterminer la contribution de ces g•nes 

impliquŽs dans la biogen•se des ribosomes dans les contributions additives de FLI-1 et SPI-1 

au phŽnotype leucŽmique. De mani•re intŽressante, le traitement des cellules MEL par de 

faibles doses dÕactinomycine D induit comme lÕabsence de SPI-1 et FLI-1 la reprise de la 
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diffŽrenciation des cellules MEL au dŽtriment de leur prolifŽration. A faibles doses, 

lÕactinomycine D bloque prŽfŽrentiellement lÕARN polymŽrase I et induit un stress 

ribosomique conduisant ˆ lÕactivation de p53. De plus, la surproduction dÕune protŽine p53 

sauvage favorise Žgalement la diffŽrenciation des cellules MEL au dŽtriment de leur 

prolifŽration. LÕensemble de ces observations nous ont conduit ˆ proposer que lÕabsence de 

SPI-1 et FLI-1 induit un stress ribosomique et lÕactivation consŽcutive de p53 

contribuant ˆ la reprise de la diffŽrenciation et ˆ lÕarr•t de prolifŽration des cellules 

NN10 et 745A. Le test de cette hypoth•se sera traitŽ dans la deuxi•me partie de mes rŽsultats. 

Enfin, la troisi•me partie de mes rŽsultats sera consacrŽe ˆ dŽterminer si dÕune part, 

FLI-1 et SPI-1 rŽgulent dÕautres g•nes cibles directs communs que ceux impliquŽs dans la 

biogen•se des ribosomes et dÕautre part de dŽterminer le mode de recrutement de ces deux 

facteurs. Afin de rŽpondre ˆ ces questions, nous avons dŽcidŽ dÕutiliser la technique de ChIP-

Seq ˆ partir de chromatine enrichie avec les anticorps anti-SPI-1 et anti-FLI-1 et extraites de 

trois lignŽes ŽrythroleucŽmiques indŽpendantes surexprimant lÕun et/ou lÕautre de ces 

facteurs. 
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RƒSULTATS  
 

PREMIéRE PARTIE  : CONTRIBUTIONS ADDITIVES DE FLI -1 ET DE SPI-1 

AU DƒVELOPPEMENT DES ƒRYT HROLEUCƒMIES DE FRIEND Ð 

IDENTI FICATION DE GéNES CIBLES DIRECTS COMMUN S Ë FLI-1 ET 

SPI-1 

 

I - FLI -1 contribue ˆ la survie, ˆ la prolifŽration et au blocage de la 

diffŽrenciation des cellules ŽrythroleucŽmiques de Friend 

 

A) R™le de FLI-1 dans les cellules NN10 

 

1- Description du clone NN10 #5 

 

Avant mon arrivŽe au laboratoire, Ga‘tan Juban avait dŽveloppŽ le clone de cellules 

ŽrythroleucŽmiques NN10 #5. Ces cellules sont dŽrivŽes de la lignŽe ŽrythroleucŽmique 

NN10. Cette lignŽe a ŽtŽ obtenue ˆ partir de souris infectŽes par le virus F-MuLV et 

prŽsentent une intŽgration provirale en amont du g•ne fli -1. Cette lignŽe a ŽtŽ transfectŽe dans 

un premier temps avec un vecteur dÕexpression de la protŽine rŽpresseur TetR. Le clone 

NN10/TR exprimant massivement cette protŽine a ŽtŽ sŽlectionnŽ. Ces cellules ont ensuite ŽtŽ 

transfectŽes avec un vecteur dÕexpression de shARN (Small hairpin ARN) dirigŽs contre 

lÕARNm du g•ne fli -1. LÕexpression de ces shARN est dirigŽe par un promoteur H1 dans 

lequel la sŽquence de fixation pour la protŽine TetR (TetO2) a ŽtŽ insŽrŽe (Figure 15). En 



! "". !

absence de doxycycline, la protŽine TetR est recrutŽe sur la sŽquence TetO2 et rŽprime 

lÕexpression des shARN. En revanche, la prŽsence de doxycycline qui interagit avec la 

protŽine TetR dŽplace cette derni•re de la sŽquence TetO2. Les shARN sont alors produits et 

lÕARNm de fli -1 est dŽgradŽ. 

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

! Figure 15 ReprŽsentation schŽmatique du syst•me dÕexpression inductible de shRNA. 

La sŽquence codant le shARN (fl•ches bleues inversŽes rŽpŽtŽes) est placŽe sous le contr™le 
dÕun promoteur H1 dans lequel a ŽtŽ introduite la sŽquence TetO2. En absence de doxycycline 
(DOX), la protŽine TETR se fixe sur la sŽquence TetO2, rŽprimant ainsi son activitŽ (partie 
gauche). En prŽsence de doxycycline (partie droite), celle-ci interagit avec la protŽine TetR, 
l'emp•chant de se fixer sur la sŽquence TetO2, ce qui permet la production des shRNA qui sont 
ensuite maturŽs en siRNA. TTTTT = signal de fin de transcription de lÕARN polymŽrase III. 

- Doxycycline 

TETR 

+ Doxycycline 

siRNA 

DŽgradation de lÕARNm 

TetO2 H1 
TTTTT TetO2 H1 

TTTTT 

TETR 

shRNA 
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JÕai vŽrifiŽ la fonctionnalitŽ de ce syst•me en mesurant par Western blot le taux de 

protŽine FLI-1 des cellules NN10/TR parentales et des cellules NN10 #5 apr•s deux jours de 

culture en prŽsence ou en absence de doxycycline . Les rŽsultats sont prŽsentŽs sur la figure 

16A. Le traitement par la doxycycline nÕaffecte pas le taux de protŽine FLI-1 des cellules 

NN10/TR parentales (figure 16A : comparer puits 1 et 2). En revanche, le taux de protŽine 

FLI-1 des cellules NN10 #5 est rŽduit de plus de 90 % apr•s deux jours de traitement par la 

doxycycline (figure 16A : comparer puits 3 et 4). Ces rŽsultats montrent que le syst•me de 

rŽpression inductible est fonctionnel dans les cellules NN10 et conduit ˆ la rŽpression de 

lÕexpression de fli -1.    

JÕai donc utilisŽ le clone NN10 #5 afin de dŽterminer la contribution de FLI-1 au phŽnotype 

leucŽmique des cellules NN10.!

!

!

!
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Figure 16 : RŽpression inductible de lÕexpression du g•ne fli-1  dans les cellules 
NN10 

Analyse en Western blot du taux de protŽine FLI-1 dans des clones individuels apr•s 
deux jours de culture en absence ou en prŽsence de doxycycline (Dox). 
A : Les cellules parentales NN10/TR (puits 1 et 2) et trois clones indŽpendants 
exprimant soit le shRNA Fli1-749 (puits 3 et 4) soit le shRNA Fli1-1508 (puits 5 ˆ 8). 
B : Les cellules parentales NN10/TR (puits 1 et 2) et trois clones choisis au hasard 
exprimant un shARN contr™le (SCR) (puits 3 ˆ 8). 
Les deux bandes rŽvŽlŽes par lÕanticorps anti-FLI-1 correspondent aux isoformes 
majeure (51 kDa) et mineure (48 kDa) de Fli-1. LÕactine § est montrŽe au titre de 
contr™le de charge. 
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2- La rŽpression de fli -1 conduit ˆ la mort, ˆ lÕarr•t de la prolifŽration 

et au blocage de la diffŽrenciation des cellules NN10 #5 

 

JÕai testŽ lÕeffet de la rŽpression de fli -1 sur la survie, la prolifŽration et la diffŽrenciation des 

cellules NN10 #5 et NN10/TR cultivŽes pendant cinq jours en absence ou en prŽsence de 

doxycycline. Les rŽsultats sont prŽsentŽs sur la figure 17. 

 

2-1  LÕabsence de FLI-1 induit lÕapoptose des cellules NN10 #5 

 

JÕai mesurŽ la survie cellulaire par des comptages au bleu trypan. Le traitement par la 

doxycycline nÕaffecte pas la viabilitŽ des cellules parentales NN10/TR (Figure 17B : partie 

droite). En revanche, nous pouvons constater que le traitement des cellules NN10 #5 conduit ˆ 

lÕapparition de cellules mortes d•s trois jours de traitement (Figure 17B : partie gauche). Ces 

rŽsultats montrent que le traitement des cellules NN10 #5 par la doxycycline conduit ˆ leur 

mort.!

Afin de dŽterminer si cette mort cellulaire correspond ˆ de lÕapoptose, jÕai mesurŽ le 

pourcentage de cellules hypodiplo•des (sub-G1) (Figure 18A) et le pourcentage de cellules 

marquŽes ˆ lÕannexine V par cytomŽtrie de flux (Figure 18B). Nous pouvons observer que le 

traitement des cellules NN10 #5 pendant trois jours ˆ la doxycycline conduit ˆ une 

augmentation de ces deux param•tres. En revanche, le traitement similaire des cellules 

NN10/TR ne conduit ˆ aucune diffŽrence significative entre les cellules traitŽes ou non 

traitŽes. Ces rŽsultats indiquent que la mort des cellules NN10 #5 induite par le traitement par 

la doxycycline correspond ˆ de lÕapoptose.!

!

!
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Figure 17 : Effet de la rŽpression de FLI-1 sur la survie, la prolifŽration et la 
diffŽrenciation des cellules NN10 
Les cellules NN10/TR et NN10 #5 ont ŽtŽ cultivŽes pendant cinq jours en absence (courbes 
ˆ carrŽs blancs) ou en prŽsence (courbes ˆ carrŽs noirs) de doxycycline. 
A : Evolution du nombre total de cellules 
B : Evolution du pourcentage de cellules mortes dŽterminŽ par exclusion au bleu trypan. 
C : Evolution du pourcentage de cellules hŽmoglobinisŽes dŽterminŽ par coloration ˆ la 
benzidine. 
Les valeurs et les Žcart-types de trois expŽriences indŽpendantes sont indiquŽes.  
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Figure 18 : La mort des cellules NN10 induite par lÕabsence de FLI-1 correspond ˆ de 
lÕapoptose 
Les cellules NN10/TR et NN10 #5 ont ŽtŽ cultivŽes pendant trois jours en absence ou en 
prŽsence de doxycycline. 
A : Apr•s deux et trois jours, le pourcentage de cellules hypodiplo•des (subG1) a ŽtŽ dŽterminŽ 
par cytomŽtrie de flux apr•s marquage ˆ lÕiodure de propidium. 
B : Apr•s trois jours, les cellules ont ŽtŽ marquŽes avec lÕannexine V et lÕiodure de propidium 
et le pourcentage de cellules apoptotiques annexine V positives/iodure de propidium nŽgatives 
a ŽtŽ dŽterminŽ par cytomŽtrie de flux. 
Les rŽsultats reprŽsentatifs de deux expŽriences indŽpendantes sont reprŽsentŽs. 
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Un des g•nes cibles connus de FLI-1 est le g•ne codant la protŽine anti-apoptotique BCL-2 

(Lesault et.al, 2000). JÕai donc entrepris de mesurer par RT-qPCR le taux de transcrits du 

g•ne bcl-2 dans les cellules NN10/TR et NN10 #5 traitŽes ou non pendant deux jours par la 

doxycycline. Les rŽsultats sont prŽsentŽs sur le tableau 5. Le traitement par la doxycycline des 

cellules NN10/TR nÕaffecte pas le taux de transcrits du g•ne bcl-2 (Tableau 5 : 1,16 en 

prŽsence contre 1 en absence de doxycycline). En revanche, le m•me traitement des cellules 

NN10 #5 conduit ˆ une rŽduction de 66 % de ce taux de transcrits (Tableau 5 : 0,34 en 

prŽsence contre 1 en absence de doxycycline). Ces rŽsultats indiquent que lÕapoptose des 

cellules NN10 #5 observŽe apr•s traitement par la doxycycline est corrŽlŽe ˆ la rŽduction de 

lÕexpression du g•ne bcl-2.!

!

!

!

!
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2-2  LÕabsence de FLI-1 entra”ne une rŽduction du nombre total de  

                                  cellules 

  

JÕai mesurŽ la prolifŽration par des comptages cellulaires. En prŽsence de doxycycline, 

le nombre total de cellules NN10 #5 est rŽduit de 75% comparŽ ˆ celui des cellules non 

traitŽes apr•s cinq jours de traitement. En revanche, les cellules NN10/TR ayant subi le m•me 

traitement se comportent comme les cellules non traitŽes (Figure 17A). Ces rŽsultats 

montrent que le traitement des cellules NN10 #5 par la doxycycline induit une rŽduction du 

nombre total de cellules. En revanche, une analyse du cycle cellulaire nÕa pas mis en Žvidence 

dÕaccumulation de cellules NN10 #5 traitŽes par la doxycycline dans une phase particuli•re 

du cycle cellulaire (donnŽes non montrŽes). 

 

 

 

                       2-3  LÕabsence de FLI-1 entraine lÕapparition de cellules 

hŽmoglobinisŽes 

 

Enfin, jÕai mesurŽ la diffŽrenciation des cellules NN10 #5 par des comptages de cellules 

colorŽes ˆ la benzidine. Ce rŽactif est oxydŽ par lÕh•me de lÕhŽmoglobine. Le produit de cette 

oxydation colore en bleu les cellules produisant lÕhŽmoglobine signant la diffŽrenciation 

Žrythrocytaire. Nous pouvons observer lÕapparition de cellules colorŽes par la benzidine d•s 

trois jours de traitement. Ainsi, apr•s cinq jours de traitement, la proportion de cellules 

colorŽs est relativement faible (environ 6 %). NŽanmoins, lÕapparition de ces cellules est 

spŽcifique au traitement des cellules NN10 #5 tandis que les cellules NN10/TR restent 

incolores apr•s le m•me temps de traitement (Figure 17C). Ces rŽsultats indiquent que le 
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traitement par la doxycycline conduit ˆ une hŽmoglobinisation dÕune fraction des cellules 

NN10 #5.  

La diffŽrenciation Žrythrocytaire est associŽe ˆ lÕactivation de lÕexpression de certains 

g•nes spŽcifiques comme alas-2, ahsp ou encore la globine alpha. JÕai donc entrepris de 

quantifier le taux de transcrits de ces g•nes par des expŽriences de RT-qPCR. Le tableau 5 

montre que le traitement des cellules NN10 #5 pendant deux jours induit lÕaugmentation du 

taux de transcrits de lÕensemble de ces g•nes. En revanche, cette augmentation nÕest pas 

observŽe dans les cellules NN10/TR ayant subi le m•me traitement. Ces rŽsultats montrent 

que lÕhŽmoglobinisation dÕune fraction des cellules NN10 #5 induite par le traitement par la 

doxycycline est corrŽlŽe ˆ lÕactivation de lÕexpression de g•nes signant la diffŽrenciation 

Žrythrocytaire. 

  

En conclusion de cette partie, lÕabsence de FLI-1 dans les cellules NN10 #5 induite par 

la doxycycline est corrŽlŽe ˆ une apoptose, ˆ la rŽduction du nombre total de cellules et ˆ une 

reprise de leur diffŽrenciation. Ces rŽsultats sugg•rent une contribution de FLI-1 ˆ la 

rŽgulation de ces trois processus cellulaires. 

 

1- Le phŽnotype observŽ en prŽsence de doxycycline est 

spŽcifique de lÕabsence de FLI-1 

 

LÕexpression de shARN dans les cellules eucaryotes peut avoir des effets non 

spŽcifiques indŽpendants de la rŽpression de leur cible. Un de ces effets est une rŽponse ˆ la 

dŽtection dÕARN double brin qui conduit ˆ la production dÕinterfŽron dŽtectable par 

lÕactivation de g•nes comme oas1 et ifit1 (Bridge et al., 2003 ; Jackson et al., 2003 ; 

Pebernard & Iggo, 2004 ; Sledz et al., 2003). Afin de tester cette rŽponse aspŽcifique, les 
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auteurs utilisant lÕinterfŽrence par lÕARN ont recours ˆ un shARN de sŽquence alŽatoire qui 

ne cible aucun ARNm dans la cellule. JÕai donc entrepris dÕexprimer de mani•re inductible 

par la doxycycline un shARN contr™le pour vŽrifier que les phŽnotypes observŽs en prŽsence 

de doxycycline ne sont pas la consŽquence dÕune rŽponse de ce type. JÕai obtenu trois clones 

(#3B10, #3E9 et #1C6) ˆ partir des cellules NN10/TR. Le traitement par la doxycycline de 

ces trois clones comme celui des cellules parentales nÕaffecte pas le taux de protŽine FLI-1 

(Figure 16B ; comparer puits 3 et 4, 5 et 6, 7 et 8). De plus, ce traitement nÕinduit aucun des 

phŽnotypes observŽs dans les cellules NN10 #5 traitŽes de la m•me mani•re (Tableau 5). De 

plus, lÕanalyse de lÕexpression des g•nes oas1 et ifit1 par RT-qPCR a montrŽ que ces g•nes ne 

sont pas activŽs par la doxycycline dans les cellules NN10 #5 (donnŽes non montrŽes). Ces 

rŽsultats indiquent que les phŽnotypes observŽs en prŽsence de doxycycline ne sont pas la 

consŽquence dÕune rŽponse de type interfŽron ni dÕun effet aspŽcifique liŽ ˆ la production 

dÕun shARN en tant que telle. 

Un deuxi•me effet aspŽcifique est la rŽpression dÕune cible secondaire en plus de sa 

cible principale. JÕai testŽ la possibilitŽ dÕune telle rŽponse en analysant le phŽnotype de 

clones NN10 produisant un shARN dirigŽ contre une rŽgion diffŽrente de lÕARNm de fli -1 de 

celle produite dans le clone NN10 #5. Les clones shfli-2 #10 et shfli-2 #23 obtenus par 

Ga‘tan Juban et produisant ce shARN de mani•re inductible par la doxycycline meurent, 

cessent de prolifŽrer et se diffŽrencient (Tableau 5). Ces phŽnotypes, moins marquŽs que 

ceux observŽs dans le clone NN10 #5, sont corrŽlŽs ˆ une rŽpression moindre de fli -1 (Figure 

16A ; comparer puits 5 et 6, 7 et 8 ainsi que 4 et 6, 4 et 8). La probabilitŽ que deux shARN 

ciblent simultanŽment un autre ARNm que leur cible Žtant hautement improbable, ces 

rŽsultats rendent Žgalement hautement improbable que les effets induits par les shARN Fli-1 

ne soient pas dus ˆ la rŽduction du taux de protŽine FLI-1. 



! ".. !

LÕensemble de ces rŽsultats montre que lÕapoptose, la rŽduction du nombre total de 

cellules et la reprise de la diffŽrenciation sont la consŽquence de lÕabsence de FLI-1 et non 

dÕun effet non spŽcifique de la production de shARN. 

 

2- La rŽduction du nombre total de cellules en absence de FLI-1 est la 

consŽquence dÕun arr•t de prolifŽration 

 

Les rŽsultats prŽcŽdents montrent donc que FLI-1 contribue ˆ la survie et au blocage de 

la diffŽrenciation des cellules NN10 #5. En revanche, la rŽduction du nombre total de cellules 

en absence de FLI-1 pourrait •tre la consŽquence de lÕapoptose plus que le signe dÕun arr•t de 

prolifŽration des cellules NN10 #5. Afin de tester cette hypoth•se, jÕai entrepris de maintenir 

la survie de ces cellules en surexprimant le g•ne anti-apoptotique bcl-2 humain. JÕai donc 

transfectŽ les cellules NN10 #5 avec un vecteur dÕexpression de la protŽine BCL-2 humaine 

(donnŽ par M. Moulin de lÕŽquipe dÕA.P. Arrigo, CGMC, Villeurbanne). JÕai ainsi obtenu le 

clone bcl-2 #22 qui surexprime ce g•ne et qui conserve la rŽpression de FLI-1 en rŽponse ˆ la 

doxycycline (Figure 19A : comparer puits 5 et 6).  JÕai ensuite mesurŽ le pourcentage de 

cellules mortes par des comptages au bleu trypan pour dŽterminer si la production de cette 

protŽine permettait la survie de ce clone. Les cellules NN10 #5 et bcl-2 #22 ont donc ŽtŽ 

cultivŽes pendant cinq jours en absence ou en prŽsence de doxycycline. Les rŽsultats sont 

prŽsentŽs sur la figure 19C. Alors que le traitement des cellules NN10 #5 parentales par la 

doxycycline conduit ˆ environ 40 % de cellules mortes, la proportion de cellules mortes apr•s 

traitement similaire du clone bcl-2 #22 nÕexc•de pas 10 %. Ces rŽsultats montrent donc que la 

production de la protŽine BCL-2 humaine maintient la survie du clone bcl-2 #22 en absence 

de FLI-1. JÕai mesurŽ en parall•le la prolifŽration de ce clone par des comptages cellulaires. 

Le graphique prŽsentŽ sur la figure 19B montre que le traitement du clone bcl-2 #22 comme 
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celui du clone parental NN10 #5 par la doxycycline conduit ˆ une rŽduction du nombre total 

de cellules. Ces rŽsultats montrent donc que la rŽduction du nombre total de cellules observŽe 

en absence de FLI-1 nÕest pas la seule consŽquence de lÕapoptose des cellules NN10 #5. 

LÕensemble de ces rŽsultats montre que la protŽine FLI-1 endog•ne contribue ˆ la 

fois ˆ la prolifŽration, ˆ la survie et au blocage de la diffŽrenciation des cellules NN10 #5.!
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Figure 19 : LÕabsence de FLI-1 conduit ˆ un arr•t de prolifŽration indŽpendamment 
de lÕapoptose 
Les cellules NN10 #5 (#5) et les cellules bcl-2 #22 (#22) ont ŽtŽ cultivŽes pendant cinq 
jours en absence ou en prŽsence de doxycycline avant analyse . 
A : Analyse par Western blot des protŽines FLI-1, BCL-2 humaine (hBcl-2) et BCL-2 
murine (mBcl-2). LÕactine est montrŽe en tant que contr™le de charge. * : bandes non 
spŽcifiques 
B : Nombre total de cellules (exprimŽ en pourcentage du nombre total de cellules non 
traitŽes) en absence (barres blanches) ou en prŽsence (barres noires) de doxycycline.  
C : Pourcentage de cellules mortes dŽterminŽ par bleu trypan en absence (barres 
blanches) ou en prŽsence (barres noires) de doxycycline. 
Les valeurs et les Žcart-types de trois expŽriences indŽpendantes sont prŽsentŽs. Les 
diffŽrences significatives (p<0,05) et non significatives sont respectivement indiquŽes 
par une astŽrisque et par NS. 
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B) FLI -1 et SPI-1 ont des contributions additives dans les cellules 745A 

 

1- LÕabsence de FLI-1 accŽl•re la diffŽrenciation et lÕarr•t de la 

prolifŽration et conduit ˆ lÕapoptose des cellules 745A #44 traitŽes 

ˆ lÕHMBA 

 

Le facteur FLI-1 est Žgalement produit dans la lignŽe SFFV 745A qui prŽsente une intŽgration 

provirale en amont du g•ne spi-1 conduisant ˆ sa surexpression. Dans ce cas, lÕexpression de 

fli -1 est activŽe par le facteur SPI-1 (Starck et al., 1999). Afin de dŽterminer la contribution de 

FLI-1 dans ces cellules, Ga‘tan Juban a obtenu le clone 745A #44 qui comme le clone NN10 

#5 produit des shARN dirigŽs contre lÕARNm du g•ne fli -1 en rŽponse ˆ la doxycycline. Le 

traitement des cellules 745A #44 par la doxycycline conduit ˆ la rŽduction de plus de 90 % du 

taux de protŽine FLI-1 (figure 20A : comparer puits 3 et 4) tandis que le m•me traitement nÕa 

aucun effet sur celui des cellules 745A/TR parentales qui nÕexpriment pas les shARN (figure 

20A : comparer puits 1 et 2). Le clone 745A #1 a Žgalement ŽtŽ dŽrivŽ ˆ partir des cellules 

745A/TR et exprime un shARN ciblant une rŽgion de lÕARNm du g•ne fli -1 diffŽrente de 

celle des cellules 745A #44. LÕexpression de ce shARN apr•s traitement par la doxycycline 

conduit ˆ une rŽduction du taux de protŽine FLI-1 moins importante que celle observŽe dans 

les cellules 745A #44 (figure 20A : comparer puits 5 et 6 puits 4 et 6).!
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Figure 20 : RŽpression inductible de lÕexpression du g•ne fli-1  dans les cellules 
745A 

Analyse en Western blot du taux de protŽine FLI-1 dans des clones individuels apr•s 
deux jours de culture en absence ou en prŽsence de doxycycline (Dox). 
A : Les cellules parentales 745A/TR (puits 1 et 2) et deux clones indŽpendants 
exprimant soit le shARN Fli1-749 (puits 3 et 4) soit le shARN Fli1-1508 (puits 5 et 6). 
B : Les cellules parentales 745A/TR (puits 1 et 2) et trois clones choisis au hasard 
exprimant un shARN contr™le (SCR) (puits 3 ˆ 8). 
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Les cellules 745A #44 et 745A #1 ont donc ŽtŽ utilisŽes pour dŽterminer la contribution de 

FLI-1 dans les cellules 745A. Ces cellules ainsi que les cellules 745A/TR ont ŽtŽ cultivŽes 

pendant deux jours en prŽsence ou en absence de doxycycline puis replantŽes soit dans du 

milieu semi-solide soit dans du milieu liquide (Figure 21A et donnŽes non montrŽes). Nous 

pouvons constater que le traitement par la doxycycline des cellules 745A/TR nÕaffecte pas 

leur clonogŽnicitŽ. En revanche, le traitement similaire des cellules 745A #44 conduit ˆ une 

rŽduction dÕenviron 50 % du nombre de colonies (figure 21A : comparer puits 3 et 4). La 

rŽpression moins importante de FLI-1 dans les cellules 745A #1 conduit Žgalement ˆ une 

rŽduction bien que plus faible (environ 20%) de leur nombre de colonies (figure 21A : 

comparer colonnes 5 et 6). Ces donnŽes montrent que lÕabsence de FLI-1 rŽduit la 

clonogŽnicitŽ des cellules 745A. Contrairement ˆ ce qui Žtait attendu, lÕabsence de FLI-1 ˆ 

elle seule (en prŽsence de SPI-1) nÕinduit pas une reprise de la diffŽrenciation ni une mortalitŽ 

cellulaire des cellules 745A #44 et 745A #1. Cette absence de phŽnotype en culture liquide 

pourrait traduire une redondance fonctionnelle entre SPI-1 et FLI-1 au niveau du contr™le de  

la diffŽrenciation et de la survie de ces cellules. 
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Figure 21 : Effets de la rŽpression de FLI-1 dans les cellules 745A 

Les cellules 745A/TR, 745A #44 (shFli1_749 #44) et 745A #1 (shFli1_1508 #1) ont ŽtŽ 
cultivŽes pendant deux jours en absence ou en prŽsence de doxycycline puis de nouveau 
cultivŽes pendant deux jours soit dans du milieu semi-solide soit dans du milieu liquide 
supplŽmentŽ par 5 mM HMBA pour induire leur diffŽrenciation. 
A : Nombre relatif de colonies obtenu dans du milieu semi-solide. 
B : Evolution du pourcentage de cellules viables en phase G1. 
C : Evolution du pourcentage de cellules diffŽrenciŽes (coloration ˆ la benzidine) produisant 
de lÕhŽmoglobine 
D : Evolution du pourcentage de cellules mortes (positives au bleu trypan). 
Les moyennes et les Žcart types pour chaque param•tre obtenus ˆ partir de trois expŽriences 
indŽpendantes sont prŽsentŽs. Les diffŽrences statistiquement significatives (p<0,05 apr•s 
test de Student pairŽ) sont indiquŽes par une astŽrisque. 
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Les cellules 745A peuvent •tre induite ˆ se diffŽrencier par lÕHMBA (HexaMethylene 

BisAcetamide). Cette diffŽrenciation est associŽe ˆ la rŽduction du taux de protŽine SPI-1. 

Afin de dŽterminer la contribution de FLI-1 sur la diffŽrenciation et lÕarr•t de prolifŽration 

induits par lÕHMBA, les cellules 745A #44, 745A #1 et 745A/TR ont ŽtŽ cultivŽes pendant 

deux jours ˆ la doxycycline puis quatre autres jours dans du milieu supplŽmentŽ avec de 

lÕHMBA. La cinŽtique de diffŽrenciation a ŽtŽ mesurŽe par lÕaugmentation de la proportion de 

cellules en phase G1 du cycle cellulaire (Figure 21B) et par lÕaugmentation du pourcentage 

de cellules colorŽes ˆ la benzidine (Figure 21C). Nous pouvons constater que d•s deux jours 

de traitement par lÕHMBA, le traitement combinŽ ˆ la doxycycline augmente la proportion de 

cellules 745A #44 en phase G1 (graphique du milieu de la figure 21B) (environ 55 % en 

absence contre plus de 80 % en prŽsence de doxycycline) et des cellules 745A #1 (graphique 

de droite de la figure 21B) (environ 60 % en absence contre environ 90 % en prŽsence de 

doxycycline). Le traitement similaire des cellules 745A/TR ne conduit en revanche pas aux 

m•mes effets. La proportion de cellules colorŽes ˆ la benzidine est Žgalement augmentŽe 

apr•s deux jours de traitement des cellules 745A #44 (Figure 21C : environ 10 % de cellules 

colorŽes ˆ la benzidine en absence contre environ 30 % en prŽsence de doxycycline) et 745A 

#1 (environ 20 % en absence contre environ 40 % en prŽsence de doxycycline). Ces rŽsultats 

montrent que lÕabsence de FLI-1 accŽl•re la diffŽrenciation et lÕarr•t de prolifŽration des 

cellules 745A induits par lÕHMBA. Cette accŽlŽration de la diffŽrenciation est associŽe ˆ une 

augmentation plus importante du taux de transcrits des g•nes de diffŽrenciation Žrythrocytaire 

alas-2, ahsp et globine alpha (Tableau 6).!

!

!
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En parall•le, la survie des cellules a ŽtŽ mesurŽe par des comptages au bleu trypan apr•s trois 

et quatre jours de traitement par lÕHMBA. Les rŽsultats sont prŽsentŽs sur la figure 21D. 

Alors que le traitement simultanŽ des cellules 745A/TR par lÕHMBA et par la doxycycline 

nÕaffecte pas leur viabilitŽ, nous pouvons observer lÕapparition de cellules mortes apr•s trois 

jours du m•me traitement des cellules 745A #44 (moins de 5 % en absence contre environ 20 

% en  prŽsence de doxycycline) et 745A #1 (moins de 5 % en absence contre environ 15 % en 

prŽsence de doxycycline). Ces rŽsultats indiquent que lÕabsence de FLI-1 conduit ˆ la mort 

des cellules 745A. Des marquages ˆ lÕannexine V et la mesure du pourcentage de cellules 

hypodiplo•des sont prŽsentŽs sur la figure 22. Nous pouvons constater que contrairement aux 

cellules 745A/TR, le traitement combinŽ des cellules 745A #44 et 745A #1 par lÕHMBA et 

par la doxycycline conduit ˆ une augmentation de la proportion de cellules hypodiplo•des d•s 

Tableau 6 : PhŽnotype induit par la rŽpression de fli-1  dans les cellules 745A 

1: Moyennes et Žcart types (entre parenth•ses) de trois expŽriences indŽpendantes. 
ND : Non dŽterminŽ. Les valeurs significatives sont Žcrites en gras sur fond gris. 
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trois jours apr•s ajout de lÕHMBA (Figure 22A). De la m•me mani•re, le traitement des 

cellules 745A #44 par lÕHMBA et par la doxycycline conduit ˆ une augmentation du 

pourcentage de cellules marquŽes par lÕannexine V contrairement aux cellules contr™les 

(Figure 22B) . Ces rŽsultats montrent donc que la mort cellulaire observŽe en absence de FLI-

1 et SPI-1 correspond ˆ une apoptose.!
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Figure 22 : La mort des cellules 745A induite par lÕabsence de FLI-1 correspond ˆ de 
lÕapoptose 
Les cellules 745A/TR, 745A #44 et 745A #1 ont ŽtŽ cultivŽes pendant deux jours en absence 
ou en prŽsence de doxycycline puis la diffŽrenciation a ŽtŽ induite par lÕajout de 5 mM HMBA 
pendant trois et quatre jours avant analyse. 
A : Apr•s trois et quatre jours, le pourcentage de cellules hypodiplo•des (subG1) a ŽtŽ 
dŽterminŽ par cytomŽtrie de flux apr•s marquage ˆ lÕiodure de propidium. 
B : Deux jours apr•s lÕaddition dÕHMBA, les cellules ont ŽtŽ marquŽes avec lÕannexine V et 
lÕiodure de propidium et le pourcentage de cellules apoptotiques annexine V positives/iodure 
de propidium nŽgatives a ŽtŽ dŽterminŽ par cytomŽtrie de flux. 
Les rŽsultats reprŽsentatifs de deux expŽriences indŽpendantes sont reprŽsentŽs. 



! "*" !

Afin de tester la spŽcificitŽ de ces phŽnotypes, jÕai obtenu trois clones 745A exprimant 

de mani•re inductible un shARN de sŽquence alŽatoire. LÕexpression de ce shARN nÕa aucun 

effet sur le taux de protŽine FLI-1 (Figure 20B ; comparer puits 3 et 4, 5 et 6 et 7 et 8). 

DÕautre part, aucun des phŽnotypes mentionnŽs prŽcŽdemment nÕa ŽtŽ observŽ dans ces 

clones (Tableau6). Ces rŽsultats montrent donc que lÕaccŽlŽration de la diffŽrenciation, de 

lÕarr•t de prolifŽration et lÕapoptose observŽs en prŽsence de doxycycline sont spŽcifiques de 

lÕabsence de FLI-1. 

LÕensemble de ces rŽsultats montre donc que FLI-1 contribue ˆ la fois ˆ la prolifŽration, 

ˆ la survie et au blocage de la diffŽrenciation des cellules 745A. 

 

1- Contributions additives de FLI-1 et SPI-1 

 

Les rŽsultats prŽcŽdents sugg•rent Žgalement que FLI-1 et SPI-1 ont des contributions 

additives aux phŽnotypes des cellules 745A #44. Afin de tester cette hypoth•se, jÕai entrepris 

de rŽprimer de mani•re plus spŽcifique lÕexpression de spi-1 dans les cellules 745A #44. Les 

cellules 745A #44 ont ŽtŽ cultivŽes pendant deux jours en prŽsence ou en absence de 

doxycycline puis transfectŽes ou pas toutes les 12 h pendant deux jours soit avec des siARN 

dirigŽs contre lÕARNm de la lucifŽrase (siLUC) soit avec des siARN dirigŽs contre lÕARNm 

de spi-1 (siSPI). JÕai dans un premier temps vŽrifiŽ par Western blot que le taux de protŽine 

SPI-1 Žtait rŽduit 60 h apr•s la premi•re transfection. Les rŽsultats sont prŽsentŽs sur la figure 

23A. Comme nous pouvons le voir, la transfection des cellules 745A #44 avec les siLUC 

nÕaffecte pas le taux de protŽine SPI-1 (figure 23A : comparer puits 1 et 2, 4 et 5). En 

revanche, nous pouvons observer une rŽduction de plus de 90 % du taux de protŽine SPI-1 

apr•s transfection des cellules 745A #44 avec les siSPI (figure 23A : comparer puis 1 et 3, 2 

et 3, 4 et 6 et 5 et 6).!



! "*. !

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

JÕai ensuite testŽ lÕeffet de cette rŽpression sur la diffŽrenciation, la survie et la 

clonogŽnicitŽ des cellules 745A #44 avec ou sans FLI-1. Comme nous pouvons le constater, 

la rŽpression de spi-1 par siARN conduit ˆ lÕapparition dÕenviron 10 % de cellules 

hŽmoglobinisŽes (Figure 23B) et ˆ la rŽduction dÕenviron 50% du nombre de colonies 
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Figure 23 : Effets additifs de lÕabsence de FLI-1 et SPI-1 dans les cellules 745A. 

Les cellules 745A #44 ont ŽtŽ cultivŽes en prŽsence ou en absence de doxycycline pendant 
deux jours. Les cellules ont ensuite ŽtŽ transfectŽes ou non (NT) toutes les 12 h pendant deux 
jours soit avec des siARN contr™les dirigŽs contre lÕARNm de la lucifŽrase (siLUC) soit avec 
des siARN dirigŽs contre lÕARNm de spi-1 (siSPI). 
A : Analyse en Western blot des taux de protŽine FLI-1 et SPI-1 rŽalisŽe 60 h apr•s la 
premi•re transfection. LÕactine § est montrŽe en tant que contr™le de charge. 
B : Le pourcentage de cellules colorŽes ˆ la benzidine a ŽtŽ dŽterminŽ 60 h apr•s la premi•re 
transfection. 
C : La clonogŽnicitŽ a ŽtŽ dŽterminŽe comme sur la figure 21A. 
D : Pourcentage de cellules mortes (positives au bleu trypan). 
Les rŽsultats prŽsentŽs en B, C et D reprŽsentent les moyennes et les Žcart-types de trois 
expŽriences indŽpendantes. Les astŽrisques reprŽsentent les diffŽrences statistiquement 
significatives (p<0,05 pour un test de Student pairŽ).     
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(Figure 23C) mais nÕa pas dÕeffet sur la viabilitŽ cellulaire (Figure 23D). La rŽpression 

simultanŽe de fli -1 et de spi-1 conduit ˆ une augmentation dÕenviron 25% de la proportion de 

cellules hŽmoglobinisŽes, ˆ une rŽduction plus prononcŽe du nombre de colonies (moins de 

10 % du nombre de colonies des cellules non transfectŽes contre environ 40 % dans les 

cellules non traitŽes en absence de SPI-1). De plus, nous pouvons observer une augmentation 

de mortalitŽ des cellules 745A #44 60 h apr•s la premi•re transfection (15% de cellules 

mortes contre au plus 5 % dans les autres conditions). Les cellules transfectŽes avec les 

siLUC se comportent comme les cellules non transfectŽes. Ces rŽsultats reproduisent donc les 

rŽsultats obtenus avec lÕHMBA, hormis le blocage des cellules en phase G1 qui semble •tre 

spŽcifique de lÕHMBA. 

LÕensemble de ces rŽsultats montre donc que FLI-1 et SPI-1 contribuent de mani•re 

additive ˆ la survie, ˆ la prolifŽration et ˆ la diffŽrenciation des cellules 745A #44. 

 

II - Identification de g•nes cibles directs communs ˆ FLI -1 et ˆ SPI-1 

 

A) Identi fication de g•nes cibles directs communs ˆ FLI -1 et SPI- impliquŽs 

dans la biogen•se des ribosomes dans les cellules 745A #44 

 

1- Analyse du transcriptome des cellules 745A #44 

 

FLI-1 et SPI-1 sont deux facteurs de transcription de la famille ETS et reconnaissent la m•me 

sŽquence consensus minimale GGAA. Par consŽquent, ils pourraient rŽguler des g•nes cibles 

communs. Nous avons Žmis lÕhypoth•se que les contributions additives de FLI-1 et SPI-1 

pourraient •tre la consŽquence de la rŽgulation de tels g•nes. Afin de tester cette hypoth•se, 

nous avons utilisŽ une puce arborant 17106 ADNc pour rŽaliser le profil dÕexpression des 
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ARN des cellules 745A #44 cultivŽes pendant deux jours en absence ou en prŽsence de 

doxycycline puis un jour en prŽsence ou en absence dÕHMBA (travaux rŽalisŽs dans le cadre 

du projet CIT3 de la Ligue Nationale Contre le Cancer). Nous avons ainsi pu identifier deux 

groupes de g•nes qui sont activŽs ou rŽprimŽs dÕau mois deux fois par lÕHMBA et qui sont 

encore plus activŽs ou rŽprimŽs par la doxycycline. La liste de ces g•nes est prŽsentŽe sur les 

tableaux 7 et 8.!
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Tableau 7 : Listes des g•nes rŽprimŽs par lÕHMBA et/ou la doxycycline 

1 : Ratio + HMBA Ð DOX/ - HMBA - DOX  
2 : Ratio + HMBA + DOX/ +HMBA Ð DOX 
3 : Les g•nes impliquŽs dans la biogen•se des ribosomes ou codant des snoARN sont 
indiquŽs en vert ou en jaune respectivement 
P-HMBA et P-DOX correspondent ˆ la p-value des diffŽrences observŽes entre les 
conditions +/- HMBA (P-HMBA) ou +/- doxycycline (P-DOX) ˆ partir de quatre mesures 
indŽpendantes pour chaque condition (deux expŽriences indŽpendantes analysŽes chacune 
sur deux puces). 

3/3 
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Comme attendu, le traitement par lÕHMBA et par la doxycycline conduit ˆ 

lÕaugmentation du taux de  transcrits de g•nes Žrythrocytaires comme Ahsp ou encore Alas-2 

(indiquŽs en rouge sur le tableau 8). De mani•re frappante, parmi les g•nes dont lÕexpression 

est rŽduite dÕau moins deux fois par lÕHMBA et dÕau moins 1,3 fois par le traitement combinŽ 

par lÕHMBA et par la doxycycline (comparŽ ˆ lÕHMBA seul), une grande proportion de g•nes 

est impliquŽe dans diffŽrentes Žtapes de la biogen•se des ribosomes (environ 20 %) (indiquŽs 

en vert et jaune sur le tableau 7). Ces g•nes incluent notamment deux g•nes (Myc, Rpo 1-3) 

impliquŽs dans la transcription des ARNr, huit g•nes (Ddx21, Imp4, Nhp2l1, Nip7, Nol6, 

Tableau 8 : Listes des g•nes activŽs par lÕHMBA et/ou la doxycycline 

1 : Ratio + HMBA Ð DOX/ - HMBA - DOX  
2 : Ratio + HMBA + DOX/ +HMBA Ð DOX 
3 : Les g•nes signant la diffŽrenciation Žrythrocytaire terminale sont indiquŽs en rouge. 
P-HMBA et P-DOX correspondent ˆ la p-value des diffŽrences observŽes entre les 
conditions +/- HMBA (P-HMBA) ou +/- doxycycline (P-DOX) ˆ partir de quatre mesures 
indŽpendantes pour chaque condition (deux expŽriences indŽpendantes analysŽes chacune 
sur deux puces). 

3/3 
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Nolc1, Npm1 et Rcl1) impliquŽs dans plusieurs Žtapes de la maturation des ARNr, un g•ne 

codant une protŽine ribosomique (Rpl18) et huit g•nes h™tes de snoARN impliquŽs dans les 

modifications post-transcriptionnelles des ARNr (Cct6a, Gnb2L1, Hspa8, Snord22, Eif4g1, 

Snrpb, Mbd2 et Tcp1). Cette forte proportion de g•nes impliquŽs dans la biogen•se des 

ribosomes identifiŽs comme des cibles de FLI-1 et de SPI-1 nous a conduit ˆ rŽaliser des 

analyses de GSEA (Gene Set Enrichment Analysis). Ces analyses rŽv•lent que lÕensemble des 

g•nes de biogen•se des ribosomes sont significativement surreprŽsentŽs parmi les g•nes 

rŽprimŽs de fa•on additive par lÕHMBA et par la doxycycline. Cette surreprŽsentation est 

Žgalement significative pour les g•nes h™tes de snoARN H/ACA mais ne lÕest pas pour les 

g•nes de protŽines ribosomiques (Figure 24). 
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Figure 24 A!
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NES            -1.727!
Nom p-val <0.000!
FDR q-val    0.018!
FWER p-val 0.013!

NES            -1.622!
Nom p-val    0.035!
FDR q-val    0.109!
FWER p-val 0.058!

Biogen•se des ribosomes!

SnoARN ˆ bo”tes H/ACA!

NES             -1.536!
Nom p-val    0.049!
FDR q-val    0.043!
FWER p-val 0.039!

NES            -1.621!
Nom p-val    0.045!
FDR q-val    0.066!
FWER p-val 0.077!

SnoARN ˆ bo”tes C/D!

NES            -1.484!
Nom p-val <0.000!
FDR q-val    0.046!
FWER p-val 0.056!

NES            -1.326!
Nom p-val    0.180!
FDR q-val    0.135!
FWER p-val 0.155!

NES             -1.279!
Nom p-val    0.248    !
FDR q-val    0.263  !
FWER p-val 0.117!

ProtŽines ribosomiques!

NES            -1.157!
Nom p-val    0.342!
FDR q-val    0.364!
FWER p-val 0.168!

Figure 24B!
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2- Validations des donnŽes du transcriptome par RT-qPCR 

  

Certains de ces g•nes ont ŽtŽ choisis pour valider les donnŽes de transcriptome par des 

expŽriences de RT-qPCR. Ces g•nes incluent un g•ne (Rpo1-3) impliquŽ dans la transcription 

des ARNr, sept g•nes (Ddx21, Imp4, Nhp2l1, Nip7, Nol6, Nolc1 et Npm1) impliquŽs dans 

diffŽrentes Žtapes de la maturation des ARNr, un g•ne codant une protŽine ribosomique 

(Rpl18), lÕARNr prŽcurseur 45S et enfin 5 g•nes h™tes de snoARNs (Tcp1, Gnb2l1, Hspa8, 

Snhg1 et Snrpb). Les ADNc ont ŽtŽ extraits ˆ partir de cellules 745A #44 et 745A/TR 

cultivŽes en prŽsence ou en absence de doxycycline pendant deux jours puis un jour en 

prŽsence ou en absence dÕHMBA. Les rŽsultats sont prŽsentŽs sur la figure 25. Le traitement 

des cellules 745A/TR et 745A #44 par lÕHMBA conduit ˆ la rŽduction du taux de transcrits de 

lÕensemble des g•nes testŽs. Le traitement simultanŽ des cellules 745A #44 par lÕHMBA et 

par la doxycycline conduit ˆ une rŽduction plus importante de ces transcrits (entre 20 et 50%) 

Figure 24 : Une grande majoritŽ de g•nes impliquŽs dans la biogen•se des ribosomes est 
rŽgulŽe par FLI-1 et SPI-1 

Des analyses GSEA (Gene Set Enrichment Analysis) corrŽlŽe avec lÕeffet HMBA ont ŽtŽ 
rŽalisŽes ˆ partir des donnŽes dÕexpression des cellules 745A #44 traitŽes ou non par lÕHMBA 
en absence de doxycycline (colonne de gauche). Des analyses GSEA corrŽlŽe avec lÕeffet 
doxycycline ont ŽtŽ rŽalisŽes ˆ partir des donnŽes dÕexpression des cellules 745A #44 traitŽes ou 
non par la doxycycline en prŽsence dÕHMBA (colonne de droite). Quatre listes de g•nes 
correspondant ˆ des g•nes impliquŽs dans la biogen•se des ribosomes, des g•nes h™tes de 
snoARN ˆ bo”tes C/D ou H/ACA ou des g•nes codant des protŽines ribosomiques ont ŽtŽ 
analysŽes. Les prŽsentations graphiques des rŽsultats ont ŽtŽ rŽalisŽes ˆ lÕaide du logiciel GSEA 
v2 (A. Subramanian et al., 2005 PNAS 102 : 15545-50). 
A : PrŽsentation de chacune des quatre listes de g•nes ordonnŽes selon leur diffŽrentiel 
dÕexpression en rŽponse ˆ lÕHMBA ou la doxycycline (FigurŽ rose : expression augmentŽe ; 
FigurŽ bleu : expression diminuŽe) 
B : Profil (courbe verte) des scores dÕenrichissement (ÇRunning ES scoreÈ) et positionnement 
des membres de chacune des listes de g•nes (barres verticales) dans la liste des g•nes ordonnŽs 
selon leur diffŽrentiel dÕexpression par condition (comparaison +/- HMBA colonne de gauche ; 
comparaison +/-doxycycline colonne de droite). Les listes de g•nes et les conditions pour 
lesquelles les listes prŽsentent un enrichissmement significatif sont indiquŽes par la couleur 
rouge des tests statistiques utilisŽs (NES : Score dÕenrichissement maximal normalisŽ; Norm p-
val : p-value normalisŽe; FDR q-val : q-value du taux de faux positif; FWER p Ð value : 
Ç Family-Wise Error rate p-value È).  
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au contraire du m•me traitement des cellules 745A/TR pour lesquelles ce traitement nÕa 

aucun effet comparŽ au traitement par lÕHMBA seul (figure 25 A, B et C). Ces rŽsultats 

valident donc les donnŽes du transcriptome pour les quelques g•nes testŽs.!
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Figure 25: FLI-1 et SPI-1 rŽgulent des g•nes impliquŽs dans la biogen•se des ribosomes 
Les cellules 745A/TR et 745A #44 ont ŽtŽ cultivŽes pendant deux jours en prŽsence ou en 
absence de doxycycline puis leur diffŽrenciation a ŽtŽ induite par lÕajout de 5 mM HMBA 1 
jour avant lÕanalyse du taux de transcrits des g•nes indiquŽs par RT-qPCR (45S : ARNr 
prŽcurseur 45S). 
A : Valeurs relatives du taux de transcrits dŽterminŽes dans les cellules 745A/TR (moyennes et 
Žcart types de trois expŽriences indŽpendantes). 
B : Pareil que A pour les cellules 745A #44 
C : Pareil que B pour des g•nes h™tes de snoARNs. 

Cellules 745A/TR 

Cellules 745A #44 
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3- FLI-1 et SPI-1 sont recrutŽs sur les promoteurs des g•nes impliquŽs 

dans la biogen•se des ribosomes 

 

De mani•re intŽressante, la majoritŽ de ces g•nes prŽsentent au niveau de leur sŽquence 

promotrice des sites ETS conservŽs chez diffŽrentes esp•ces (Figure 26 : cas du promoteur de 

Nip-7). Des analyses de ChIP avec des anticorps anti-FLI-1 et anti-SPI-1 ˆ partir des cellules 

745A #44 non traitŽes suivies de PCRq ont donc ŽtŽ rŽalisŽes afin de tester le recrutement de 

FLI-1 et de SPI-1 sur le promoteur de ces g•nes. Les rŽsultats sont prŽsentŽs sur la figure 27. 

Nous pouvons observer un enrichissement de la chromatine avec ces deux anticorps 

tŽmoignant du recrutement de ces deux facteurs sur les promoteurs de la majoritŽ de ces g•nes 

(sauf Npm1) (Figure 27A et B). Des analyses similaires ont Žgalement montrŽ le recrutement 

de FLI-1 et de SPI-1 sur les promoteurs de 3 g•nes h™tes de snoARN (Tcp1, Gnb2L1 et 

Hspa8) (Figure 27 C et D).  

Ces rŽsultats sugg•rent donc tr•s fortement que FLI-1 et SPI-1 rŽgulent directement 

lÕexpression de g•nes impliquŽs dans diffŽrentes Žtapes de la biogen•se des ribosomes.!
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Figure 27 : FLI-1 et SPI-1 sont recrutŽs sur les promoteurs des g•nes impliquŽs dans la 
biogen•se des ribosomes 
A : Occupation de SPI-1 sur les promoteurs des g•nes indiquŽs dŽterminŽs par ChIP ˆ partir 
de cellules 745A #44 non traitŽes en utilisant un anticorps anti-SPI-1 (colonnes noires) ou un 
anticorps anti-Ubc9 contr™le (colonnes blanches). B : Occupation de FLI-1 sur les 
promoteurs des g•nes indiquŽs dŽterminŽs par ChIP ˆ partir de cellules 745A #44 non traitŽes 
en utilisant un anticorps anti-FLI-1 (colonnes noires) ou un anticorps anti-Ubc9 contr™le 
(colonnes blanches). C : Pareil que B pour les promoteurs de g•nes h™tes de snoARN. D : 
Pareil que A pour les promoteurs de g•nes h™tes de snoARN. Le promoteur de gapdh et les 
rŽgions du locus de globine alpha 129k et 153k sont utilisŽs en contr™les nŽgatifs. Les valeurs 
sont exprimŽes en proportions relatives de la chromatine non immunoprŽcipitŽe et 
standardisŽes par rapport au bruit de fond dŽterminŽ par le promoteur du g•ne gapdh 
(moyennes et Žcart types de trois expŽriences indŽpendantes). 

ChIP SPI-1 

ChIP SPI-1 

ChIP FLI-1 

ChIP FLI-1 
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4- FLI-1 rŽgule directement lÕexpression des g•nes impliquŽs dans la 

biogen•se des ribosomes dans les cellules NN10 

 

Nous avons ensuite testŽ si FLI-1 rŽgulait directement lÕexpression de ces g•nes 

impliquŽs dans la biogen•se des ribosomes dans les cellules NN10 qui nÕexpriment que FLI-1 

mais pas SPI-1. Les cellules NN10/TR et les cellules NN10 #5 ont ŽtŽ cultivŽes pendant deux 

jours en prŽsence ou en absence de doxycycline. Les ARN de ces cultures ont ŽtŽ extraits puis 

rŽtro-transcrits et des analyses de RT-qPCR ont ŽtŽ rŽalisŽes. Les rŽsultats sont prŽsentŽs sur 

la figure 28A. Le traitement par la doxycycline des cellules NN10/TR nÕaffecte pas le taux de 

transcrits des g•nes de biogen•se des ribosomes (Figure 28A : barres blanches). En revanche, 

lÕexpression dÕune majoritŽ de ces g•nes est rŽduite apr•s dŽplŽtion de FLI-1 dans les cellules 

NN10 #5 (Figure 28A : barres noires). Ces rŽsultats montrent donc que FLI-1 rŽgule 

Žgalement des g•nes impliquŽs dans la biogen•se des ribosomes dans les cellules NN10. 

Le recrutement de FLI-1 sur le promoteur de ces g•nes a ŽtŽ testŽ en immunoprŽcipitant 

la chromatine de cellules NN10 #5 non traitŽes avec un anticorps anti-FLI-1 puis les 

fragments de chromatine correspondant aux promoteurs des g•nes de biogen•se des 

ribosomes ont ŽtŽ amplifiŽs par qPCR. Les rŽsultats prŽsentŽs sur la figure 28B montrent la 

prŽsence de FLI-1 sur le promoteur dÕune majoritŽ de ces g•nes.  

LÕensemble de ces rŽsultats sugg•re donc tr•s fortement que FLI-1 rŽgule directement 

lÕexpression de g•nes impliquŽs dans la biogen•se des ribosomes dans les cellules NN10. 

!

!

!

!

!
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Figure 28 : FLI-1 rŽgule directement lÕexpression des m•mes g•nes impliquŽs dans la biogen•se 
des ribosomes dans les cellules NN10 

A : Les cellules NN10/TR et les cellules NN10 #5 ont ŽtŽ cultivŽes pendant deux jours en prŽsence ou 
en absence de doxycycline avant la rŽalisation dÕexpŽriences de RT-qPCR pour mesurer le taux de 
transcrits des g•nes indiquŽs. Les valeurs sont standardisŽes par rapport aux cellules NN10/TR (barres 
blanches) et NN10 #5 (barres noires) non traitŽes (moyennes et Žcart types de trois expŽriences 
indŽpendantes). 

B : Occupation de FLI-1 sur les promoteurs des g•nes indiquŽs dŽterminŽe par des expŽriences de 
ChIP ˆ partir de cellules NN10 #5 non traitŽes ˆ lÕaide dÕun anticorps anti-FLI-1 (barres noires) ou 
anti-Ubc9 contr™le (barres blanches). Le promoteur du g•ne gapdh et la rŽgion du locus de globine 
alpha 129k sont utilisŽs en contr™le nŽgatif. Les valeurs reprŽsentent les proportions relatives de la 
chromatine non immunoprŽcipitŽe et standardisŽes par rapport au bruit de fond dŽterminŽ par le 
promoteur du g•ne gapdh (moyennes et Žcart types de deux expŽriences indŽpendantes). 



! "W"!

Pour conclure cette partie qui a fait lÕobjet dÕune publication (cf. annexe 1), nous avons 

donc montrŽ que SPI-1 et FLI-1 contribuent de mani•re additive ˆ la survie, ˆ la prolifŽration 

et au blocage de la diffŽrenciation des cellules ŽrythroleucŽmiques de Friend et rŽgulent 

directement lÕexpression de m•mes g•nes impliquŽs dans diffŽrentes Žtapes de la biogen•se 

des ribosomes (Figure 29).!
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Figure 29 : Contribution additives de FLI-1 et SPI-1 et rŽgulation de g•nes cibles communes 

Dans la premi•re partie de mes rŽsultats, jÕai montrŽ que FLI-1 et SPI-1 ont des contributions 
additives sur la prolifŽration, la survie et le blocage de la diffŽrenciation et rŽgulent directement 
lÕexpression de g•nes impliquŽs dans la biogen•se des ribosomes. 
Les deuxi•me et troisi•me parties seront consacrŽes ˆ dŽterminer la contribution de ces g•nes dans 
les fonctions de SPI-1 et FLI-1 et de dŽterminer sÕil existe dÕautres g•nes cibles directes communes 
ˆ ces deux facteurs.  
Les fl•ches rouges indiquent les rŽsultats dŽjˆ dŽmontrŽs. 
Les fl•ches vertes indiquent les questions posŽes. 
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La rŽgulation de ces g•nes soul•ve deux questions. La biogen•se des ribosomes 

contribue tÕelle aux effets additifs de FLI-1 et de SPI-1 dans les cellules MEL ? Existe tÕil 

dÕautres g•nes cibles directs communs ˆ FLI-1 et ˆ SPI-1 ? Ces deux questions seront traitŽes 

dans les deuxi•me et troisi•me parties de mes rŽsultats. 

!

DEUXIéME PARTIE  : LÕABSENCE DE FLI-1 ET DE SPI-1 CONDUIT-ELLE 

A UN STRESS RIBOSOMIQUE ? 

 

I - Hypoth•se de travail et stratŽgie expŽrimentale 

 

La diminution dÕun nombre important de g•nes impliquŽs dans la biogen•se des 

ribosomes en rŽponse ˆ la dŽplŽtion des facteurs SPI-1 et FLI-1 dans les cellules 

ŽrythroleucŽmiques soul•ve la question du r™le de cette diminution dans lÕarr•t de la 

prolifŽration et la diffŽrenciation qui lui sont associŽs. Comme nous avons pu le voir dans 

mon introduction bibliographique, une perturbation de la biogen•se des ribosomes peut 

entrainer des modifications quantitatives et/ou qualitatives des ribosomes. Une altŽration de la 

biogen•se des ribosomes peut Žgalement dŽclencher une voie de stress appelŽe stress 

ribosomique conduisant ˆ la stabilisation de p53 et ˆ lÕactivation de ses fonctions via la 

rŽpression de MDM-2 par certaines protŽines ribosomiques libres. De mani•re intŽressante, le 

traitement de la lignŽe ŽrythroleucŽmique SFFV DS19 (dont dŽrive le clone 745A ŽtudiŽ ici) 

par de faibles doses dÕactinomycine D permet la reprise de leur processus de diffŽrenciation 

au dŽtriment de leur prolifŽration (Terada et al., 1978). A faibles doses, lÕactinomycine D 

rŽprime prŽfŽrentiellement lÕactivitŽ transcriptionnelle de lÕARN polymŽrase I. Cette 

rŽpression conduit ˆ un stress ribosomique et lÕactivation consŽcutive de p53 (Jin et al., 2004). 

La surexpression dÕune protŽine p53 de conformation sauvage dans une autre lignŽe 
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ŽrythroleucŽmique SFFV DP16 conduit aux m•mes observations que le traitement par 

lÕactinomycine D (Johnson et al., 1993). LÕensemble de ces donnŽes nous a conduit ˆ 

proposer que lÕabsence de FLI-1 et de SPI-1 induirai t lÕapparition dÕun stress 

ribosomique et lÕactivation consŽcutive de p53 qui contribuerait ˆ la mort, ˆ lÕarr•t de la 

prolifŽration et ˆ la reprise de la diffŽrenciation des cellules NN10 et 745A (Figure 30).  

Cette deuxi•me partie de mes rŽsultats traitera de lÕexploration de cette hypoth•se. La 

stratŽgie que jÕai utilisŽe est schŽmatisŽe sur la figure 30.!

!



! "W]!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

Figure 30 : Hypoth•se de travail et stratŽgie expŽrimentale 

Le facteur FLI-1 rŽgule des g•nes impliquŽs dans diffŽrentes Žtapes de la biogen•se des 
ribosomes. Notre hypoth•se de dŽpart est que lÕabsence de FLI-1 induirait un stress 
ribosomique qui contribuerait ˆ lÕarr•t de prolifŽration, lÕapoptose et la reprise de la 
diffŽrenciation des cellules ŽrythroleucŽmiques de Friend. 
Les fl•ches bleues indiquent les rŽsultats obtenus. 
Les fl•ches oranges indiquent les diffŽrentes Žtapes de notre stratŽgie expŽrimentale qui 
vont •tre traitŽes dans cette partie des rŽsultats. Si notre hypoth•se est bonne, nous 
devrions pouvoir montrer que : 
     1- La dŽplŽtion de FLI-1 entraine une rŽduction du nombre de ribosomes et quÕˆ 
lÕinverse une surexpression de FLI-1 stimule cette biogen•se 
      2- Le traitement des cellules ŽrythroleucŽmiques NN10 et 745A par deux drogues 
dŽcrites pour induire un stress ribosomique miment les effets induits par lÕabsence de 
FLI-1 
      3- La protŽine p53 contribue ˆ la diffŽrenciation et ˆ lÕarr•t de la prolifŽration des 
cellules ŽrythroleucŽmiques  
      4- La rŽgulation du taux de protŽine p53 est dŽpendante de la protŽine RPL11, un 
mŽdiateur du stress ribosomique 
       5- La dŽplŽtion de FLI-1 entraine lÕaccumulation de protŽines ribosomiques RPL11 
libres        
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II - Contributions de FLI -1 et SPI-1 ˆ la biogen•se des ribosomes ? 

!
A) La dŽpletion de FLI-1 et SPI-1 rŽduit la synth•se des ARNr 

 

La rŽduction de lÕexpression des g•nes impliquŽs dans les diffŽrentes Žtapes de la 

biogen•se des ribosomes observŽe en absence de FLI-1 et de SPI-1 sugg•re que lÕabsence de 

ces deux facteurs pourrait conduire ˆ une rŽduction de cette biogen•se. Afin de tester cette 

hypoth•se, jÕai quantifiŽ le rendement dÕextraction en ARN et le taux de transcrits de lÕARNr 

prŽcurseur 45S, deux param•tres liŽs ˆ  la synth•se des ARNr dont nous avons pu voir quÕelle 

constituait la partie limitante de la biogen•se des ribosomes. JÕai ainsi cultivŽ les cellules 

745A #44 en prŽsence ou en absence de doxycycline pendant deux jours puis la 

diffŽrenciation a ŽtŽ induite par lÕajout dÕHMBA deux jours avant lÕanalyse. 

 

1- LÕabsence de SPI-1 et de FLI-1 rŽduit le rendement dÕextraction en 

ARN par cellule 

 

Les ARNr constituent pr•s de 80% de la quantitŽ dÕARN total. Ainsi, toute modulation 

de la quantitŽ dÕARNr peut •tre rŽvŽlŽe par le calcul du rendement dÕextraction en ARN ˆ 

partir dÕun m•me nombre de cellules quelque soit la condition. Pour tester la possibilitŽ que 

lÕabsence de FLI-1 et de SPI-1 induise une rŽduction de la quantitŽ dÕARNr, les cellules 745A 

#44 ont ŽtŽ cultivŽes pendant deux jours par la doxycycline puis leur diffŽrenciation a ŽtŽ 

induite par lÕHMBA deux jours avant lÕanalyse. Les ARN ont ŽtŽ extraits ˆ partir de 106 

cellules puis ont ŽtŽ dosŽs par spectrophotomŽtrie UV ˆ 260 nm. Les rŽsultats sont prŽsentŽs 

sur la figure 31A. 

La quantitŽ dÕARN total extraite ˆ partir des cellules traitŽes par la doxycycline est 

rŽduite dÕenviron 40 % par rapport aux cellules non traitŽes (Figure 31A : 100 % en absence 
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contre 56 % en prŽsence de doxycycline). De la m•me mani•re, le traitement par lÕHMBA 

rŽduit Žgalement la quantitŽ dÕARN totale extraite (Figure 31A : 100 % en prŽsence contre 

45,7 % en prŽsence dÕHMBA). En revanche, le traitement simultanŽ des cellules 745A #44 

par lÕHMBA et par la doxycycline ne rŽduit pas de mani•re significative la quantitŽ dÕARN 

total extraite par rapport aux cellules traitŽes par lÕHMBA seul (Figure 31A : 45,7 % en 

prŽsence dÕHMBA contre 34,2 % en prŽsence dÕHMBA et de doxycycline). 

Ces rŽsultats montrent que le rendement dÕextraction en ARN total est rŽduit par 

lÕabsence de FLI-1 ou de SPI-1 suggŽrant une rŽduction de la quantitŽ dÕARNr. En revanche, 

ces donnŽes ne mettent pas en Žvidence dÕeffet additif de FLI-1 et de SPI-1 sur cette 

rŽduction. 

!

!
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!
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Figure 31 : LÕabsence de FLI-1 et SPI-1 rŽduit la synth•se des ARNr 

A : Les cellules 745A #44 ont ŽtŽ cultivŽes en absence ou en prŽsence de doxycycline pendant 
deux jours puis leur diffŽrenciation a ŽtŽ induite par lÕajout dÕHMBA deux jours avant 
analyse. Les ARN de 1.106 cellules ont ŽtŽ extraits et la quantitŽ extraite ˆ ŽtŽ dosŽe par 
spectrophotomŽtrie UV ˆ 260 nm. Les valeurs normalisŽes sur la quantitŽ dÕARN extraite ˆ 
partir des cellules non traitŽes reprŽsentent la moyenne de trois expŽriences indŽpendantes. * : 
diffŽrence significative (p-value < 0,05) NS :diffŽrence non significative (p-value > 0,05) 

B : Mesure par RT-qPCR du taux dÕARNr prŽcurseur 45S  de cellules 745A #44 et 745A /TR 
cultivŽes dans les m•mes conditions quÕen A. Les valeurs normalisŽes sur lÕARNm Actine et 
rapportŽes au taux de transcrits 45S des cellules non traitŽes reprŽsentent la moyenne de deux 
expŽriences indŽpendantes. 
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2- LÕabsence de FLI-1 et de SPI-1 rŽduit le taux dÕARNr 45S 
 

Les rŽsultats prŽcŽdents sugg•rent donc que la synth•se des ARNr est rŽduite apr•s la 

dŽplŽtion de FLI-1 ou de SPI-1. Les ARNr matures sont formŽs apr•s le clivage dÕun ARNr 

prŽcurseur, lÕARNr 45S. JÕai donc voulu dŽterminer si lÕabsence de FLI-1 et de SPI-1 pouvait 

conduire ˆ une rŽduction du taux de transcrits 45S. Les cellules 745A #44 ont donc ŽtŽ 

cultivŽes pendant deux jours par la doxycycline puis leur diffŽrenciation a ŽtŽ induite par 

lÕHMBA deux jours avant lÕanalyse. Les ARN dÕun m•me nombre de cellules ont ŽtŽ extraits 

puis rŽtro-transcrits. Le taux de transcrits 45S a ŽtŽ quantifiŽ par des expŽriences de RT-

qPCR. Les rŽsultats sont prŽsentŽs sur la figure 31B. 

La figure 31B montre que le traitement des cellules 745A #44 par la doxycycline seule 

rŽduit le taux de transcrits 45S (Figure 31B : 1 en absence contre 0,56 en prŽsence de 

doxycycline). De la m•me mani•re, le traitement par lÕHMBA des cellules 745A #44 conduit 

ˆ une rŽduction lŽg•rement plus importante de ce taux de transcrits (Figure 32B : 1 en absence 

contre 0,43 en prŽsence dÕHMBA). Enfin, le traitement simultanŽ des cellules 745A #44 par 

la doxycycline et par lÕHMBA ne conduit pas ˆ une rŽduction plus importante du taux de 

transcrits 45S que celle induite par lÕHMBA seul (Figure 31B : 0,43 en prŽsence dÕHMBA 

seul contre 0,39 en prŽsence dÕHMBA et de doxycycline). 

Ces rŽsultats indiquent que lÕabsence de FLI-1 ou de SPI-1 rŽduit le taux de transcrits 

prŽcurseur 45S. 

 

Pris ensemble, ces rŽsultats sugg•rent que la diffŽrenciation des cellules 745A #44 

induite par lÕHMBA sÕaccompagne dÕune rŽduction de la synth•se des ARNr. A ce stade de 

lÕanalyse, il est difficile de conclure sur la contribution de FLI-1 et de SPI-1 ˆ la biogen•se 

des ribosomes, cette rŽduction pouvant •tre la consŽquence de la diffŽrenciation. 
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B) Effets de lÕabsence de FLI-1 et de SPI-1 sur le taux des 

protŽines RPL11 et RPL24 

 

JÕai ensuite testŽ lÕeffet de lÕabsence de FLI-1 et de SPI-1 sur le taux des protŽines 

ribosomiques RPL11 et RPL24 dont les anticorps Žtaient ˆ disposition dans le laboratoire. JÕai 

donc cultivŽ les cellules 745A #44 en prŽsence ou en absence de doxycycline pendant deux 

jours puis jÕai induit leur diffŽrenciation en ajoutant de lÕHMBA deux jours avant lÕanalyse. 

JÕai analysŽ le taux des protŽines RPL11 et RPL24 par Western blot dont les rŽsultats sont 

prŽsentŽs sur la figure 32. 

La figure 32 montre que le traitement des cellules 745A #44 par la doxycycline nÕa 

aucun effet sur le taux de protŽine RPL11 (figure 32A : comparer puits 1 et 2) ni sur le taux 

de protŽine RPL24 (figure 32B : comparer puits 1 et 2). En revanche, le traitement par 

lÕHMBA entraine une diminution des protŽines RPL11 (Figure 32A) et RPL24 (Figure 32B) 

en moyenne plus importante en prŽsence quÕen absence de doxycycline, bien que cette 

diminution varie dÕune expŽrience ˆ lÕautre. Ainsi, la figure 32 montre que le traitement par 

lÕHMBA des cellules 745A #44 entraine une lŽg•re rŽduction du taux de protŽine RPL11 

(figure 32A : comparer puits 1 et 3 ; 100 % en absence contre 64 % en prŽsence dÕHMBA) et 

de RPL24 (figure 32B : comparer puits 1 et 3 ; 100 % en absence contre 86 % en prŽsence 

dÕHMBA). De la m•me mani•re, le traitement simultanŽ des cellules 745A #44 par lÕHMBA 

et par la doxycycline conduit ˆ une rŽduction plus importante des taux de protŽine RPL11 

(figure 32A : comparer puits 1 et 4 et 3 et 4 : 100 % en absence contre 50 % en prŽsence 

dÕHMBA et de doxycycline) et RPL24 (figure 32B : comparer puits 1 et 4 puis 3 et 4 ; 100 % 

en absence contre 33 % en prŽsence dÕHMBA et de doxycycline). 
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Ces rŽsultats sugg•rent que lÕabsence de ces deux facteurs rŽduit la quantitŽ de protŽines 

ribosomiques RPL11 et RPL24 suggŽrant une rŽduction de la quantitŽ de ribosomes prŽsente 

dans les cellules 745A #44. 
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Figure 32 : LÕabsence de FLI-1 et de SPI-1 semble rŽduire la quantitŽ de protŽines                     
ribosomiques RPL11 et RPL24 

Les cellules 745A #44 ont ŽtŽ cultivŽes pendant deux jours en prŽsence ou en absence de 
doxycycline (DOX) puis leur diffŽrenciation a ŽtŽ induite par lÕajout dÕHMBA deux jours avant 
lÕanalyse. 

A : Analyse par Western blot du taux de protŽine RPL11 des cellules 745A #44 ayant subi le 
traitement dŽcrit ci-dessus. En bas, le graphique montre la quantification par Image J. Les 
valeurs, exprimŽes en pourcentage du taux de RPL11 des cellules non traitŽes, reprŽsentent la 
moyenne de trois expŽriences indŽpendantes. 

B : Analyse par Western blot du taux de protŽine RPL24 des cellules 745A #44 ayant subi le 
traitement dŽcrit ci-dessus. En bas, le graphique montre la quantification par Image J. Les 
valeurs, exprimŽes en pourcentage du taux de RPL24 des cellules non traitŽes, reprŽsentent la 
moyenne de trois expŽriences indŽpendantes. 
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C) La surexpression de FLI-1 ne maintient pas la biogen•se des ribosomes en    

      prŽsence dÕHMBA 

 

LÕabsence de FLI-1 ou de SPI-1 semble •tre corrŽlŽe ˆ une rŽduction de la biogen•se 

des ribosomes. Est-ce quÕˆ lÕinverse la surexpression de FLI-1 stimule la biogen•se des 

ribosomes ? Avant mon arrivŽe au laboratoire, lÕŽquipe avait obtenu le clone znfli-1 #11 en 

transfectant les cellules 745A avec le vecteur pMTCI/FLI-1. Ce vecteur permet lÕexpression 

de fli -1 ˆ partir dÕun promoteur activŽ par la prŽsence de Zinc dans le milieu de culture. Ce 

clone a ŽtŽ utilisŽ pour montrer que le maintien de lÕexpression de fli -1 en prŽsence dÕHMBA 

bloque la diffŽrenciation des cellules 745A induite par cet agent chimique (Starck et al., 

1999). JÕai donc utilisŽ ce clone afin de dŽterminer si la surexpression de fli -1 maintenait la 

biogen•se des ribosomes en prŽsence dÕHMBA. Les cellules 745A contr™les et les cellules 

znfli-1 #11 ont donc ŽtŽ cultivŽes pendant deux jours en prŽsence dÕHMBA avec ou sans 170 

µM ZnCl2.  

JÕai dans un premier temps vŽrifiŽ que le traitement des cellules par le ZnCl2 conduisait 

ˆ la surexpression de FLI-1 dans les cellules znfli-1 #11 en mesurant le taux de protŽine FLI-1 

par Western blot. La figure 33A montre que le traitement des cellules 745A par le ZnCl2 en 

prŽsence dÕHMBA nÕaffecte pas le taux de protŽine FLI-1 (Figure 33A : comparer puits 1 et 

2). En revanche, le m•me traitement des cellules znfli-1 #11 conduit ˆ une augmentation 

dÕenviron trois fois du taux de protŽine FLI-1 (Figure 33A : comparer puits 3 et 4). Le 

traitement par le ZnCl2 conduit donc ˆ une surexpression de FLI-1 dans le clone znfli-1 #11. 

Parall•lement ˆ cette quantification, jÕai mesurŽ le rendement dÕextraction en ARN, le 

taux dÕARNr prŽcurseur 45S et le taux de transcrits du g•ne nip7, un g•ne cible de FLI-1 et de 

SPI-1. Les rŽsultats sont prŽsentŽs respectivement sur les figures 33B, 33C et 33D. Les trois 

figures montrent que le traitement des cellules znfli-1 #11, comme celui des cellules 745A par 
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le ZnCl2 nÕaffecte pas de mani•re significative le rendement dÕextraction dÕARN (Figure 

33B : 100 % en absence contre 123 % en prŽsence de ZnCl2), le taux de transcrits 45S 

(Figure 33C : 100 % en absence contre 87 % en prŽsence de ZnCl2) et le taux de transcrits 

nip7 (Figure 33D : 100 % en absence contre 78 % en prŽsence de ZnCl2).  

Ces rŽsultats montrent donc que la surexpression de FLI-1 en prŽsence dÕHMBA nÕaugmente 

pas la biogen•se des ribosomes des cellules 745A. Ces rŽsultats sugg•rent un dŽcouplage 

entre la perturbation de la biogen•se des ribosomes et la contribution de FLI-1 au blocage de 

la diffŽrenciation des cellules 745A induite par lÕHMBA. NŽanmoins, ces rŽsultats 

nÕŽliminent pas la contribution de la baisse de la biogen•se des ribosomes ˆ la diffŽrenciation 

induite par lÕHMBA et par la doxycycline. 
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Figure 33 : La surexpression de FLI-1 ne stimule pas la biogen•se des ribosomes 
Les cellules znfli-1 #11 et 745A parentales ont ŽtŽ cultivŽes pendant deux jours en prŽsence de 5 mM 
HMBA en prŽsence ou en absence de 170 µM ZnCl2.  
A : Analyse par Western blot du taux de protŽine FLI-1 (partie haute) et Actine (partie basse) extraites ˆ 
partir des cellules 745A (puits 1 et 2) et znfli-1 #11 (puits 3 et 4) en prŽsence dÕHMBA avec (puits 2 et 4) 
ou sans ZnCl2 (puits 1 et 3). Les chiffres en-dessous des blots correspondent ˆ la moyenne et lÕŽcart-type 
de la quantification des Western par Image J de 3 expŽriences indŽpendantes. Les donnŽes sont 
normalisŽes par rapport aux cellules sans ZnCl2. * : diffŽrences significatives (p < 0,05) 
B :  Calcul du rendement dÕextraction dÕARN ˆ partir de 4.106 cellules 745A (deux colonnes de gauche) 
et znfli-1 #11 (deux colonnes de droite) en prŽsence (colonnes rouges) ou en absence de ZnCl2 (colonnes 
bleues). Les valeurs correspondent ˆ la moyenne de 3 expŽriences indŽpendantes et sont normalisŽes par 
rapport aux valeurs des cellules sans ZnCl2. 
Mesure par RT-qPCR du taux de prŽcurseurs 45S (C) et du taux dÕARNm Nip7 (D) ˆ partir des cellules 
745A (deux colonnes de gauche) et znfli-1 #11 (deux colonnes de droite) en prŽsence (colonnes rouges) 
ou en absence de ZnCl2 (colonnes bleues). Les valeurs correspondent ˆ la moyenne de 3 expŽriences 
indŽpendantes et sont normalisŽes par rapport aux valeurs des cellules sans ZnCl2. Elles sont rapportŽes 
au nombre de cellules pour le prŽcurseur 45S. 
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III - LÕinduction dÕun stress ribosomique mime tÕil lÕeffet de lÕabsence de FLI-1 et 

de SPI-1 ? 

!
A) Le traitement des cellules NN10 #5 par de faibles doses dÕactinomycine D   

induit leur diffŽrenciation et un arr•t de prolifŽration  

 

Comme mentionnŽ dans le paragraphe A de cette deuxi•me partie, une perturbation de 

la biogen•se des ribosomes peut dŽclencher une voie de stress appelŽe stress ribosomique qui 

conduit ˆ lÕactivation de p53. Dans un premier temps, jÕai voulu dŽterminer si lÕinduction 

artificielle dÕun stress ribosomique pouvait mimer lÕabsence de FLI-1 et de SPI-1 dans les 

cellules NN10 #5. JÕai donc cultivŽ les cellules NN10 #5 en prŽsence de faibles doses 

dÕactinomycine D (ActD) ou de DMSO (contr™le du solvant) pendant trois jours et jÕai 

mesurŽ la survie, la prolifŽration et la diffŽrenciation de ces cellules. A faibles doses, lÕActD 

bloque prŽfŽrentiellement lÕactivitŽ ARN polymŽrase I et est dŽcrite pour induire un stress 

ribosomique.  

La figure 34A montre que le traitement des cellules NN10 #5 par de faibles doses 

dÕActD induit lÕapparition de cellules mortes (Figure 34A : 1,4 % en absence contre 22,8 % 

en prŽsence dÕActD), une rŽduction du nombre total de cellules (Figure 34A : 100 % en 

absence contre 6,6 % en prŽsence dÕActD) et lÕapparition de cellules hŽmoglobinisŽes signant 

la diffŽrenciation (Figure 34A : moins de 0,5 % en absence contre 20 % en prŽsence dÕActD). 

Aucun des phŽnotypes dŽcrits nÕest observŽ apr•s le traitement des cellules NN10 #5 par le 

DMSO. 

Ces rŽsultats montrent donc que le traitement des cellules NN10 #5 par de faibles doses 

dÕActD mime les effets induits par lÕabsence de FLI-1. 
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Figure 34 : Les traitements des cellules NN10 #5 et 745A #44 par lÕactinomycine D ou par 
le 5-fluorouracile miment les effets de lÕabsence de FLI-1 et SPI-1 

A : Les cellules NN10 #5 et 745A #44 ont ŽtŽ cultivŽes pendant trois jours en absence (NT) 
(barres bleues foncŽes) ou en prŽsence de 5 ng/mL dÕactinomycine D (A) (barres rouges) ou de 
0,0002 % DMSO (barres bleues claires) (contr™le de solvant). Le pourcentage de cellules mortes 
(graphe du haut), le nombre total de cellules (graphe du milieu Ð exprimŽ en pourcentage des 
cellules non traitŽes) et le pourcentage de cellules colorŽes ˆ la benzidine ont ŽtŽ mesurŽs par 
comptage cellulaire. Les barres reprŽsentent la moyenne de trois expŽriences indŽpendantes. * : 
diffŽrence significative (p < 0,05).  

B : Les cellules NN10 #5 et 745A #44 ont ŽtŽ cultivŽes pendant trois jours en absence (NT) 
(barres bleues foncŽes) ou en prŽsence de 10 µM de 5 fluorouracile (F) (barres rouges) pendant 
trois jours. Le pourcentage de cellules mortes (graphe du haut), le nombre total de cellules 
(graphe du milieu Ð exprimŽ en pourcentage des cellules non traitŽes) et le pourcentage de 
cellules colorŽes ˆ la benzidine ont ŽtŽ mesurŽs par comptage cellulaire. Les barres reprŽsentent 
la moyenne de trois expŽriences indŽpendantes. * : diffŽrence significative (p < 0,05).  
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Le traitement des cellules 745A #44 par de faibles doses dÕActD mime les effets  

      de lÕabsence de FLI-1 et de SPI-1 

 

JÕai ensuite voulu dŽterminer si lÕActD avait les m•mes effets dans les cellules 745A 

#44. Les cellules 745A #44 ont ŽtŽ cultivŽes pendant trois jours en absence ou en prŽsence 

dÕActD ou de DMSO. La survie, la prolifŽration et la diffŽrenciation ont ŽtŽ testŽes. Les 

rŽsultats sont prŽsentŽs sur la figure 34A. 

Comme nous pouvons lÕobserver, le traitement par lÕActD des cellules 745A #44 

conduit ˆ une rŽduction du nombre total de cellules (Figure 34A : 100 % en absence contre 

25,5 % en prŽsence dÕActD) et ˆ lÕapparition de cellules hŽmoglobinisŽes (Figure 34A : 

moins de 0,5 % en absence contre 16,1 % en prŽsence dÕActD). En revanche, contrairement 

au traitement des cellules NN10 #5, le traitement des cellules 745A #44 par lÕActD nÕa pas 

dÕeffets sur leur survie (Figure 34A : moins de 1 % en absence contre 1,4 % en prŽsence 

dÕActD). Le traitement des cellules 745A #44 par le DMSO nÕa strictement aucun effet sur 

ces trois param•tres. 

 Ces rŽsultats montrent donc que lÕActD comme lÕabsence de FLI-1 et de SPI-1 induit 

un arr•t de prolifŽration et une reprise de la diffŽrenciation de cellules 745A #44. 

 

C) Le traitement des cellules NN10 #5 par le 5 fluorouracile (5-FU) mime les   

       effets de lÕabsence de FLI-1 

 

JÕai ensuite voulu tester lÕeffet dÕune autre drogue dŽcrite pour induire un stress 

ribosomique, le 5 FU. Les produits de la mŽtabolisation de cette drogue sÕincorporent dans les 

ARNr et inhibent leur maturation. Le groupe de H. Lu a montrŽ que le traitement des cellules 

humaines U2OS par le 5-FU induit un stress ribosomique et lÕactivation consŽcutive de p53 
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(Sun et al., 2007). JÕai donc cultivŽ les cellules NN10 #5 en absence ou en prŽsence de 5-FU 

pendant trois jours et la survie, la prolifŽration et la diffŽrenciation de ces cellules ont ŽtŽ 

mesurŽes.  

La figure 34B montre que le traitement des cellules NN10 #5 par le 5-FU conduit ˆ 

lÕapparition de cellules mortes (Figure 34B : moins de 0,5 % en absence contre 21,3 % en 

prŽsence de 5-FU), ˆ la rŽduction du nombre total de cellules (Figure 34B : 100 % en absence 

contre 8,6 % en prŽsence de 5-FU) et ˆ lÕapparition de cellules hŽmoglobinisŽes (Figure 34B : 

moins de 0,5 % en absence contre 10,3 % en prŽsence de 5-FU). 

Ces rŽsultats montrent que, le traitement des cellules NN10 #5 par le 5-FU, comme 

celui par lÕActD et lÕabsence de FLI-1, induit la mort, lÕarr•t de prolifŽration et la 

diffŽrenciation des cellules NN10.  

 

 

 

 

 

D) Le traitement des cellules 745A #44 par le 5-FU mime les effets de lÕabsence de 

       FLI -1 et de SPI-1 

 

Les cellules 745A #44 ont ŽtŽ cultivŽes pendant trois jours en absence ou en prŽsence de 

5-FU afin de tester lÕeffet de cette drogue sur leur survie, leur prolifŽration et leur 

diffŽrenciation. Les rŽsultats sont prŽsentŽs sur la figure 34B. 

Comme nous pouvons lÕobserver sur cette figure, le traitement des cellules 745A #44 

par le 5-FU conduit ˆ lÕapparition de cellules mortes (Figure 34B : moins de 0,5 % en absence 

contre 36,7 % en prŽsence de 5-FU), ˆ la rŽduction du nombre total de cellules (Figure 34B : 
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100 % en absence contre 3,2 % en prŽsence de 5-FU) et enfin ˆ lÕapparition de cellules 

hŽmoglobinisŽes (Figure 34B : moins de 0,5 % en absence contre 12,8 % en prŽsence de 5-

FU). 

Ces rŽsultats montrent que le traitement des cellules 745A #44 mime les effets 

phŽnotypiques de lÕabsence de FLI-1 et de SPI-1.  

 

Pris ensemble, ces rŽsultats montrent que deux drogues dŽcrites pour induire un stress 

ribosomique miment les effets de lÕabsence de FLI-1 et de SPI-1 sur le phŽnotype des cellules 

NN10 et 745A.  

IV - Activation modŽrŽe du taux de p53 en rŽponse ˆ la dŽplŽtion de FLI-1 et de SPI- 

        1 dans les cellules NN10 et 745A 

 

A) p53 est exprimŽ dans les cellules 745A et NN10 
 

Comme jÕai dŽjˆ pu le mentionner dans ce manuscrit, un stress ribosomique, induit par 

exemple par de faibles doses dÕActD  conduit ˆ lÕactivation de p53 (Choong et al., 2009). Le 

facteur de transcription p53 est mutŽ de mani•re rŽcurrente dans les lignŽes 

ŽrythroleucŽmiques de Friend. En particulier, les cellules 745A prŽsentent la mutation C269S 

qui touche le domaine de liaison ˆ lÕADN de p53 (Barnache et al., 1998). Cette mutation 

affecte lÕactivitŽ transcriptionnelle de p53. La protŽine p53 poss•de Žgalement une activitŽ 

cytoplasmique qui intervient notamment dans la contribution de p53 ˆ lÕapoptose (Wolff et 

al., 2008). MalgrŽ cette mutation dans les cellules ŽrythroleucŽmiques de Friend, p53 pourrait 

malgrŽ tout conserver cette activitŽ cytoplasmique. En revanche, aucune donnŽe documentant 

une mutation de p53 dans les cellules NN10 nÕest disponible dans la littŽrature.  
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Dans un premier temps, jÕai voulu dŽterminer si les cellules NN10 #5 et 745A #44 

produisaient la protŽine p53. JÕai donc analysŽ par Western blot le taux de protŽine p53 de ces 

cellules en prenant comme contr™le positif les cellules ŽrythroleucŽmiques de Friend CB7 

(Munroe et al., 1990) et comme contr™le nŽgatif les cellules ŽrythroleucŽmiques de Friend 

CB3 (Ben-David et al., 1988).  

La figure 35 montre un taux de protŽine p53 tr•s important dans les cellules NN10 #5 

(figure 35 : voir puits 3). Le taux de protŽine p53 des cellules 745A #44 est, en revanche, 

beaucoup plus modŽrŽ (figure 35 : comparer puits 3 et 4).  

Ces rŽsultats indiquent donc que p53 est produite par les cellules 745A et NN10. 
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Figure 35 : p53 est produite dans les cellules 745A #44 et NN10 #5 

Analyse par Western blot du taux de protŽine p53 des cellules ŽrythroleucŽmiques CB3 (Puits 1 Ð 
contr™le nŽgatif), CB7 (Puits 2 Ð contr™le positif), NN10 #5 (Puits 3) et 745A #44 (Puits 4). 
LÕactine est montrŽe en contr™le de charge. 
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!
B) Le traitement des cellules NN10 #5 et 745A #44 par de faibles doses dÕActD 

 conduit ˆ lÕaugmentation du taux de protŽine de p53 

 

Comme mentionnŽ dans la partie B, le traitement par lÕActD des cellules NN10 #5 et 

745A #44 mime les effets induits par lÕabsence de FLI-1 et de SPI-1. Plusieurs groupes ont 

montrŽ que le traitement similaire de diffŽrents types cellulaires conduisait ˆ la stabilisation 

de p53 (Choong et al., 2009 ; Sundqvist et al., 2009). JÕai donc voulu dŽterminer si le 

traitement des cellules NN10 #5 et 745A #44 par lÕActD conduisait ˆ lÕaugmentation du taux 

de protŽine p53. Les cellules NN10 #5 et les cellules 745A #44 ont donc ŽtŽ cultivŽes en 

absence ou en prŽsence de faibles doses dÕActD ou de DMSO (contr™le du solvant) pendant 

trois jours. JÕai rŽalisŽ des extraits protŽiques totaux et des extractions dÕARN pour doser le 

taux de protŽine et de transcrits p53 dans ces cellules. Les rŽsultats sont prŽsentŽs sur la figure 

36. 

La figure 36A montre que le traitement des cellules 745A #44 et des cellules NN10 #5 

par lÕActD conduit ˆ une augmentation du taux de protŽine p53 (figure 36A : 745A #44 : 100 

en absence contre 520 en prŽsence dÕActD ; NN10 #5 : 100 en absence contre 199 en 

prŽsence dÕActD). En revanche, le DMSO nÕaffecte pas le taux de protŽine p53 dans les 

cellules 745A #44 (Figure 36A : 100 en absence contre 158 en prŽsence de DMSO) et dans 

les cellules NN10 #5 (Figure 36A : 100 en absence contre 133 en prŽsence de DMSO). 

Afin de dŽterminer si cette augmentation du taux de protŽine p53 observŽe apr•s 

traitement par lÕActD des cellules NN10 #5 et 745A #44 est liŽe ˆ une augmentation du taux 

de transcrits du g•ne p53, jÕai mesurŽ ce taux par des expŽriences de RT-qPCR. Nous 

pouvons constater que lÕActD nÕaffecte pas le taux de transcrits p53 dans les cellules 745A 

#44 (Figure 36B : 1 en absence contre 1,25 en prŽsence dÕActD) et dans les cellules NN10 #5 

(Figure 36B : 1 en absence contre 1,12 en prŽsence dÕActD). 



! "Q+!

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 36  : Le traitement par de faibles doses dÕactinomycine D augmente le taux de protŽine 
p53 dans les cellules NN10 #5 et 745A #44 

Les cellules 745A #44 et les cellules NN10 #5 ont ŽtŽ cultivŽes pendant trois jours en absence ou en 
prŽsence dÕActD ou de DMSO.  
A : Mesure par Western blot du taux de protŽine p53 et quantification du signal par le logiciel 
ImageJ. Les valeurs reprŽsentent la moyenne de trois expŽriences indŽpendantes. * : p<0,05 

B : Mesure par RT-qPCR du taux de transcrits du g•ne p53. Les valeurs sont rapportŽes au taux de 
transcrits du g•ne actine et sont normalisŽes par rapport aux cellules non traitŽes. Les valeurs 
reprŽsentent les moyennes de trois expŽriences indŽpendantes.  
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Ces rŽsultats montrent donc que le traitement des cellules NN10 #5 et 745A #44 par de 

faibles doses dÕActD conduit ˆ une augmentation du taux de protŽine p53 indŽpendante de 

son niveau dÕARNm. Ces rŽsultats sugg•rent Žgalement que, bien que mutŽe, la protŽine p53 

conserve une rŽgulation en rŽponse au traitement par une drogue (ActD) connue pour induire 

une voie de stress ribosomique. 

 

C) LÕabsence de FLI-1 augmente le taux de protŽine p53 

 

Fort de ces rŽsultats, je me suis intŽressŽ aux effets de lÕabsence de FLI-1 et de SPI-1 

sur le taux de protŽine p53 des cellules 745A #44 et NN10 #5. 

Les cellules NN10 #5 ont donc ŽtŽ cultivŽes pendant trois jours en prŽsence ou en 

absence de doxycycline. Le taux de protŽine p53 a ŽtŽ mesurŽ par Western blot. Comme nous 

pouvons le voir sur la figure 37A, lÕabsence de FLI-1 est corrŽlŽe ˆ une augmentation du taux 

de protŽine p53 (Figure 37A : 100 en absence contre 162 en prŽsence de doxycycline). 

Les cellules 745A #44 ont ŽtŽ cultivŽes pendant deux jours en absence de doxycycline 

puis leur diffŽrenciation a ŽtŽ induite par lÕajout dÕHMBA deux jours avant lÕanalyse du taux 

de protŽine p53 par Western blot. De fa•on surprenante, la figure 37A montre que lÕinduction 

de la diffŽrenciation des cellules 745A #44 par lÕHMBA sÕaccompagne dÕune rŽduction 

drastique du taux de protŽine p53 (Figure 37A : 100 en absence contre 27 en prŽsence 

dÕHMBA). En revanche, le traitement simultanŽ des cellules 745A #44 par lÕHMBA et par la 

doxycycline augmente le taux de protŽine p53 comparŽ ˆ celui des cellules traitŽes 

uniquement par lÕHMBA (Figure 37A : 27 en prŽsence dÕHMBA contre 63 en prŽsence 

dÕHMBA et de doxycycline). NŽanmoins, ce taux de protŽine nÕatteint pas celui des cellules 

non traitŽes (Figure 37A : 100 en absence contre 63 en prŽsence dÕHMBA et de doxycycline).  
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Ces rŽsultats indiquent donc que lÕabsence de FLI-1 conduit ˆ une augmentation du taux de 

protŽine p53. JÕai voulu ensuite dŽterminer si cette augmentation Žtait liŽe ˆ une augmentation 

du taux de transcrits p53. Les ARN des cellules traitŽes dans les m•mes conditions dŽcrites ci-

dessus ont ŽtŽ extraits puis rŽtro-transcrits. Des expŽriences de RT-qPCR ont ŽtŽ rŽalisŽes afin 

de doser le taux de transcrits p53. Les rŽsultats prŽsentŽs sur la figure 37B montrent que le 

traitement des cellules NN10 #5 par la doxycycline nÕaffecte pas de mani•re significative le 

taux de transcrits p53 (Figure 37B : 1 en absence contre 0,76 en prŽsence de doxycycline). De 

la m•me mani•re, les traitements des cellules 745A #44 par lÕHMBA (Figure 37B : 1 en 

absence contre 1,18 en prŽsence dÕHMBA) ou par lÕHMBA et par la doxycycline (Figure 

37B : 1 en absence contre 1,63 en prŽsence dÕHMBA et de doxycycline) nÕaffectent pas le 

taux de transcrits p53. Ces rŽsultats indiquent donc que lÕaugmentation de p53 observŽe en 

prŽsence de doxycycline dans les cellules NN10 #5 et en prŽsence dÕHMBA et de 

doxycycline dans les cellules 745A #44 nÕest pas la consŽquence dÕune augmentation du taux 

de ses transcrits. 
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Figure 37 : LÕabsence de FLI-1 conduit ˆ une augmentation du taux de protŽine p53 dans les 
cellules 745A et NN10 

A : Analyse en Western blot du taux de protŽine p53 des cellules NN10 #5 cultivŽes pendant deux 
jours en absence (Puits 1) ou en prŽsence (Puits 2) de doxycycline et des cellules 745A #44 traitŽes 
par lÕHMBA avec (puits 5) ou sans (Puits 4) doxycycline ou non traitŽes (puits 3). LÕactine § est 
utilisŽe comme contr™le de charge. Les valeurs indiquŽes reprŽsentent les moyennes et les Žcart 
types de la quantification des blots ˆ lÕaide du logiciel ImageJ ˆ partir de cinq expŽriences 
indŽpendantes. * : p<0,05. 

B : Analyse par RT-qPCR du taux de transcrits p53 des cellules NN10 #5 (graphique de gauche) et 
745A #44 (graphique de droite) cultivŽes dans les m•mes conditions quÕen A. Les valeurs, 
rapportŽes au taux de transcrits de lÕactine !  et ˆ la valeur des cellules non traitŽes, reprŽsentent la 
moyenne de trois expŽriences indŽpendantes. 
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D) LÕaugmentation de p53 ne contribue pas ˆ la diffŽrenciation ni ˆ la  

 prolifŽration des cellules 745A #44 et des cellules NN10 #5 

 

LÕabsence de FLI-1 dans les cellules NN10 #5 et les cellules 745A #44 augmente le 

taux de protŽine p53. JÕai testŽ la contribution de cette augmentation ˆ la diffŽrenciation et ˆ 

lÕarr•t de prolifŽration de ces cellules en rŽprimant lÕexpression de p53 par siARN. 

 

1- RŽpression de p53 dans les cellules NN10 #5 en prŽsence de  

 doxycycline 

 

Les cellules NN10 #5 ont donc ŽtŽ cultivŽes pendant trois jours en absence ou en 

prŽsence de doxycycline et transfectŽes soit sans siARN soit avec des siARN dirigŽs contre 

lÕARNm du g•ne codant la lucifŽrase (siLUC) soit avec des siARN dirigŽs contre lÕARNm du 

g•ne codant p53 (siP53). La diffŽrenciation et la prolifŽration de ces cellules ont ŽtŽ mesurŽes. 

Les rŽsultats sont prŽsentŽs sur la figure 38. 

Dans un premier temps, jÕai testŽ la rŽpression de p53 par ces siARN en dosant le taux 

de protŽine p53 par Western blot. La figure 38A montre une rŽduction du taux de protŽine 

p53 en prŽsence des siP53 alors que les siLUC nÕont pas dÕeffets sur le taux de protŽine p53. 

JÕai ensuite testŽ la prolifŽration de ces cellules par des comptages cellulaires. Comme 

attendu, le traitement des cellules NN10 #5 par la doxycycline conduit ˆ une rŽduction du 

nombre total de cellules en absence de siARN (Figure 38B : 100 % en absence contre 67 % en 

prŽsence de doxycycline) et en prŽsence de siLUC (Figure 38B : 96,2 % en absence contre 

59,3 % en prŽsence de doxycycline). La rŽpression de p53 nÕattŽnue pas cette rŽduction 

(Figure 38B : 80,5 % en absence contre 52,4 % en prŽsence de doxycycline). 
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JÕai enfin testŽ la diffŽrenciation en calculant la proportion de cellules hŽmoglobinisŽes 

par des comptages de cellules colorŽes par la benzidine. La prŽsence de siLUC nÕaffecte pas 

lÕhŽmoglobinisation des cellules NN10 #5 induite par la doxycycline (Figure 38C : 15,6 % en 

absence de siARN contre 15,9 % en prŽsence de siLUC). De la m•me mani•re, la rŽpression 

de p53 nÕattŽnue pas cette diffŽrenciation (Figure 38C : 15,6 % en absence de siARN contre 

15,7 % en prŽsence de siP53). 

Ces rŽsultats montrent donc que p53 ne contribue pas ˆ lÕarr•t de prolifŽration et ˆ la 

diffŽrenciation des cellules NN10 #5 induite par lÕabsence de FLI-1.!
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Figure 38 : LÕactivation de p53 ne contribue pas ˆ lÕarr•t de la prolifŽration et ˆ la diffŽrenciation des 
cellules NN10 et 745A induite par lÕabsence des facteurs ETS 
A : Analyse par Western blot du taux de protŽine p53 de cellules NN10 #5 cultivŽes pendant trois jours en absence 
(Puits 1, 3 et 5) ou en prŽsence (Puits 2, 4 et 6) de doxycycline et transfectŽes une fois soit sans siARN (Mock) 
(Puits 1 et 2) soit avec des siARN dirigŽs contre lÕARNm de la lucifŽrase (Puits 3 et 4) soit avec des siARN dirigŽs 
contre lÕARNm de p53 (Puits 5 et 6). LÕactine § est montrŽ en contr™le de charge. B : Mesure de la prolifŽration 
des cellules NN10 #5 dans les conditions dŽcrites en A. Les valeurs exprimŽes en pourcentage des cellules non 
traitŽes et transfectŽes sans siARN reprŽsentent la moyenne de trois expŽriences indŽpendantes. C : Mesure de la 
diffŽrenciation des cellules NN10 #5 dans les conditions dŽcrites en A. Les valeurs exprimŽes en pourcentage des 
cellules traitŽes et transfectŽes sans siARN reprŽsentent la moyenne de trois expŽriences indŽpendantes. D : 
Analyse par Western blot du taux de protŽine p53 de cellules 745A #44 cultivŽes pendant deux jours en absence 
(Puits 1, 3 et 5) ou en prŽsence de doxycycline puis deux jours en prŽsence dÕHMBA (puits 2, 4 et 6) et 
transfectŽes deux fois soit sans siARN (Puits 1 et 2), soit avec des siARN dirigŽs contre la lucifŽrase (Puits 3 et 4) 
soit avec des siARN dirigŽs contre p53 (Puits 5 et 6). LÕactine § est montrŽe en contr™le de charge. E : Mesure du 
nombre total de cellules 745A #44 dans les conditions dŽcrites en D. Les valeurs exprimŽes en pourcentage des 
cellules traitŽes et transfectŽes sans siARN reprŽsentent la moyenne de trois expŽriences indŽpendantes. F : 
Mesure de la diffŽrenciation des cellules 745A #44 dans les conditions dŽcrites en D. Les valeurs exprimŽes en 
pourcentage des cellules traitŽes et transfectŽes sans siARN reprŽsentent la moyenne de trois expŽriences 
indŽpendantes. 

0 

20 

40 

60 

80 

100 

120 

140 

NT HMBA DOX 

0 

20 

40 

60 

80 

100 

120 

140 

NT HMBA DOX 

N
om

br
e 

re
la

tif
 d

e 
ce

llu
le

s 
P

or
po

rt
io

n 
re

la
tiv

e 
de

 
 c

el
lu

le
s 

hŽ
m

og
lo

bi
ni

sŽ
es

 

N
om

br
e 

re
la

tif
 d

e 
ce

llu
le

s 



! "QQ!

!

2- RŽpression de p53 dans les cellules 745A #44 en prŽsence  

dÕHMBA et de doxycycline 

 

Les cellules 745A #44 ont ŽtŽ cultivŽes pendant deux jours en absence ou en prŽsence 

de doxycycline et transfectŽes soit sans siARN soit avec des siLUC soit avec des siP53. Leur 

diffŽrenciation a ŽtŽ induite par lÕajout dÕHMBA et les cellules ont de nouveau ŽtŽ soumises ˆ 

une nouvelle transfection deux jours avant lÕanalyse. Les rŽsultats sont prŽsentŽs sur la figure 

38D, E et F. 

JÕai mesurŽ la rŽpression de p53 par ces siARN en dosant le taux de protŽine p53 par 

Western blot. La figure 38D montre quÕen prŽsence de siP53, le taux de protŽine p53 est 

rŽduit (Figure 38D : comparer les puits 1 et 5 et les puits 2 et 6). En revanche, la prŽsence de 

siLUC dans les cellules 745A #44 nÕaffecte pas le taux de protŽine p53 (Figure 38D : 

comparer les puits 1 et 3 et les puits 2 et 4). Ces rŽsultats indiquent que lÕexpression de p53 

est rŽprimŽe dans les cellules 745A #44 en prŽsence des siP53. 

Comme pour les cellules NN10 #5, jÕai mesurŽ la prolifŽration des cellules 745A #44 

dans ces diffŽrentes conditions par des comptages cellulaires. La figure 38E montre que le 

traitement simultanŽ par lÕHMBA et par la doxycycline entraine une rŽduction du nombre 

total de cellules en absence de siARN (Figure 38E : 100 % en absence contre 25 % en 

prŽsence dÕHMBA et de doxycycline) et en prŽsence de siLUC (Figure 38E : 94,5 % en 

absence contre 34,7 % en prŽsence dÕHMBA et de doxycycline). La rŽpression de p53 

nÕattŽnue pas cette rŽduction (Figure 38E : 90,6 % en absence contre 31,4 % en prŽsence 

dÕHMBA et de doxycycline). 

JÕai mesurŽ la diffŽrenciation des cellules 745A #44 en calculant la proportion de 

cellules hŽmoglobinisŽes par des comptages de cellules colorŽes par la benzidine. La figure 
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38F montre que la prŽsence de siLUC dans les cellules 745A #44 nÕaffecte pas la 

diffŽrenciation induite par lÕHMBA et par la doxycycline (Figure 38F : 100 %  en absence de 

siARN contre 89,3 % en prŽsence de siLUC). Les m•mes rŽsultats sont observŽs apr•s 

rŽpression de p53 (Figure 38F : 100 % en absence de siARN contre 108,9 % en prŽsence de 

siP53). 

Ces rŽsultats indiquent donc que la protŽine p53 ne contribue pas ˆ lÕarr•t de la 

prolifŽration et ˆ la diffŽrenciation des cellules 745A #44 induits par lÕabsence de SPI-1 et de 

FLI-1. 

                   3-  RŽpression de p53 dans les cellules NN10 #5 en prŽsence dÕActD 

 

Afin de dŽterminer si lÕabsence de contribution de p53 ˆ la diffŽrenciation et ˆ lÕarr•t de 

prolifŽration induits par lÕabsence de FLI-1 et de SPI-1 est la consŽquence dÕune perte de 

fonction liŽe ˆ sa mutation, jÕai voulu dŽterminer si p53 pouvait contribuer aux phŽnotypes 

induits par lÕActD dont il a ŽtŽ dŽcrit que les effets Žtaient au moins partiellement dŽpendants 

de ce facteur. Pour rŽpondre ˆ cette question, jÕai cultivŽ les cellules NN10 #5 pendant trois 

jours en absence ou en prŽsence dÕActD ou de DMSO et je les ai transfectŽes soit sans siARN 

soit avec des siLUC soit avec des siP53. Les rŽsultats sont prŽsentŽs sur la figure 39. 

La figure 39A montre que la transfection des cellules NN10 #5 avec des siP53 entraine 

une rŽduction du taux de protŽine p53 quelque soit la condition de traitement (Figure 39A : 

comparer les puits 1 et 7, les puits 2 et 8 et les puits 3 et 9). En revanche, la prŽsence de 

siLUC nÕaffecte pas le taux de protŽine p53 (Figure 39A : comparer les puits 1 et 4, les puits 2 

et 5 et les puits 3 et 6). Ces rŽsultats indiquent donc que lÕexpression de p53 est rŽprimŽe par 

les siP53 dans les cellules NN10 #5. 

Comme prŽcŽdemment, la prolifŽration des cellules NN10 #5 a ŽtŽ mesurŽe par des 

comptages cellulaires. Comme attendu, le traitement des cellules NN10 #5 par de faibles 
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doses dÕActD entraine une rŽduction du nombre total de cellules en absence de siARN (Figure 

39B : 100 % en absence dÕActD contre 36,6 % en prŽsence dÕActD) et en prŽsence de siLUC 

(Figure 39B : 103,2 % en absence contre 25,1 % en prŽsence dÕActD). De la m•me mani•re, 

la rŽpression de p53 nÕattŽnue pas cette rŽduction du nombre total de cellules (Figure 39B : 

95,8 % en absence contre 31,9 % en prŽsence dÕActD). 

La diffŽrenciation des cellules NN10 #5 a ŽtŽ mesurŽe par des comptages de cellules 

colorŽes par la benzidine. La figure 39C montre que la prŽsence de siLUC nÕaffecte pas la 

diffŽrenciation des cellules NN10 #5 induite par lÕActD (Figure 39C : 100 % en absence de 

siARN contre 105,6 % en prŽsence de siLUC) comme la rŽpression de p53 (Figure 39C : 100 

% en absence de siARN contre 141,7 % en prŽsence de siP53). 

Ces rŽsultats dŽmontrent donc que p53 ne contribue pas ˆ lÕarr•t de prolifŽration et ˆ la 

diffŽrenciation des cellules NN10 #5 induits par lÕActD. 
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Figure 39 : LÕactivation de p53 ne contribue pas ˆ lÕarr•t de prolifŽration et ˆ la diffŽrenciation des cellules 
745A et NN10 induits par lÕactinomycine D 
A : Analyse par Western blot du taux de protŽine p53 de cellules NN10 #5 cultivŽes pendant trois jours en absence 
(Puits 1, 4 et 7) ou en prŽsence dÕactinomycine D (Puits 2, 5 et 8) ou de DMSO (Puits 3, 6 et 9) et transfectŽes une fois 
soit sans siARN (Mock) (Puits 1, 2 et 3) soit avec des siARN dirigŽs contre lÕARNm de la lucifŽrase (Puits 4, 5 et 6) 
soit avec des siARN dirigŽs contre lÕARNm de p53 (Puits 7, 8 et 9). LÕactine § est montrŽ en contr™le de charge. B : 
Mesure de la prolifŽration des cellules NN10 #5 dans les conditions dŽcrites en A. Les valeurs exprimŽes en 
pourcentage des cellules non traitŽes et transfectŽes sans siARN reprŽsentent la moyenne de trois expŽriences 
indŽpendantes. C : Mesure de la diffŽrenciation des cellules NN10 #5 dans les conditions dŽcrites en A. Les valeurs 
exprimŽes en pourcentage des cellules traitŽes et transfectŽes sans siARN reprŽsentent la moyenne de trois expŽriences 
indŽpendantes. D : Analyse par Western blot du taux de protŽine p53 de cellules 745A #44 cultivŽes pendant quatre 
jours en absence (Puits 1, 4 et 7) ou en prŽsence dÕactinomycine D (Puits 2, 5 et 8) ou de DMSO (Puits 3, 6 et 9) et 
transfectŽes une fois soit sans siARNs (Puits 1, 2 et 3) soit avec des siARN dirigŽs contre lÕARNm de la lucifŽrase 
(Puits 4, 5 et 6) soit avec des siARN dirigŽs contre lÕARNm de p53 (Puits 7, 8 et 9). LÕactine § est montrŽe en contr™le 
de charge. E : Mesure du nombre total de cellules 745A #44 dans les conditions dŽcrites en D. Les valeurs exprimŽes 
en pourcentage des cellules traitŽes et transfectŽes sans siARN reprŽsentent la moyenne de trois expŽriences 
indŽpendantes. F : Mesure de la diffŽrenciation des cellules 745A #44 dans les conditions dŽcrites en D. Les valeurs 
exprimŽes en pourcentage des cellules traitŽes et transfectŽes sans siARN reprŽsentent la moyenne de trois expŽriences 
indŽpendantes. 
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RŽpression de p53 dans les cellules 745A #44 en prŽsence dÕActD 

 

Les cellules 745A #44 ont ŽtŽ cultivŽes pendant quatre jours en absence ou en prŽsence 

dÕActD ou de DMSO et transfectŽes deux fois soit sans siARN soit avec des siLUC soit avec 

des siP53. Le taux de protŽine p53, la prolifŽration et la diffŽrenciation sont prŽsentŽs sur la 

figure 39. 

La figure 39D montre que la transfection des cellules 745A #44 avec des siP53 conduit 

ˆ l a rŽduction du taux de protŽine p53 (Figure 39D : comparer les puits 1 et 7, les puits 2 et 8 

et les puits 3 et 9) tandis que la prŽsence de siLUC nÕaffecte pas le taux de protŽine p53 

(Figure 39D : comparer les puits 1 et 4, les puits 2 et 5 et les puits 3 et 6). Ces rŽsultats 

montrent que lÕexpression de p53 est rŽprimŽe par les siP53. 

JÕai mesurŽ la prolifŽration des cellules 745A #44 par des comptages cellulaires. 

Comme nous pouvons lÕobserver sur la figure 39E, le traitement des cellules 745A #44 par 

lÕActD induit une rŽduction du nombre total de cellules que ce soit en absence de siARN 

(Figure 39E : 100 % en absence contre 55,3 % en prŽsence dÕActD) ou en prŽsence de siLUC 

(Figure 39E : 134,6 % en absence contre 49,7 % en prŽsence dÕActD). La rŽpression de p53 

nÕa aucun effet sur cette rŽduction (Figure 39E : 106,1 % en absence contre 48,4 % en 

prŽsence dÕActD). 

JÕai enfin mesurŽ la diffŽrenciation des cellules 745A #44 par des comptages de cellules 

colorŽes par la benzidine. La figure 39F montre que la prŽsence de siLUC nÕaffecte pas la 

diffŽrenciation induite par lÕActD (Figure 39F : 100 % en absence de siARN contre 121 % en 

prŽsence de siLUC) comme la rŽpression de p53 (Figure 39F : 100 % en absence de siARN 

contre 121,2 % en prŽsence de siP53). 

Ces rŽsultats indiquent donc que la protŽine p53 ne contribue pas ˆ lÕarr•t de 

prolifŽration et ˆ la diffŽrenciation des cellules 745A #44 induite par lÕActD. 
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LÕensemble des rŽsultats prŽsentŽs dans ce paragraphe sugg•re que la protŽine p53 nÕest 

pas fonctionnelle dans les cellules NN10 et 745A. Notre hypoth•se de dŽpart qui Žtait quÕun 

stress ribosomique conduisant ˆ lÕactivation de p53 contribue ˆ la diffŽrenciation et ˆ lÕarr•t 

de prolifŽration induits par lÕabsence de FLI-1 et SPI-1 est donc invalidŽe. NŽanmoins, ces 

rŽsultats nÕŽliminent pas la possibilitŽ que lÕaugmentation du taux de protŽine p53 observŽe 

en absence de FLI-1 puisse rŽsulter dÕun stress ribosomique. 

 

IV - LÕabsence de FLI-1 et de SPI-1 conduit-elle ˆ un stress ribosomique 

stabilisant p53 ? 

!
 

Afin de tester cette hypoth•se, jÕai entrepris de dŽterminer dÕune part si lÕaugmentation 

de p53 en absence de FLI-1 Žtait dŽpendante de la protŽine RPL11, un des mŽdiateurs 

essentiels du stress ribosomique et dÕautre part si lÕaugmentation du taux de protŽine p53 

observŽe dans les cellules 745A #44 en prŽsence dÕHMBA et de doxycycline comparŽe au 

taux de p53 en prŽsence dÕHMBA Žtait la consŽquence dÕun stress ribosomique.  

 

A) La rŽpression de Rpl11 nÕattŽnue pas lÕaugmentation du taux de protŽine p53 

                  des cellules 745A #44 

 

Afin de dŽterminer si lÕaugmentation du taux de protŽine p53 induite par le traitement 

simultanŽ des cellules 745A #44 par lÕHMBA et par la doxycycline est la consŽquence dÕun 

stress ribosomique, jÕai tentŽ de rŽprimer lÕexpression du g•ne codant la protŽine ribosomique 

RPL11 qui est une des protŽines capables dÕinteragir et de rŽprimer les fonctions ubiquitine 
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ligase de MDM-2.  JÕai donc cultivŽ les cellules 745A #44 pendant deux jours en prŽsence de 

doxycycline puis leur diffŽrenciation a ŽtŽ induite par lÕajout dÕHMBA. Parall•lement ˆ ce 

traitement, les cellules ont ŽtŽ transfectŽes deux fois ˆ 48h dÕintervalle soit sans siARN, soit 

avec des siLUC soit avec des siARN dirigŽs contre lÕARNm du g•ne rpl11 (siRPL11). Les 

rŽsultats sont prŽsentŽs sur la figure 40.  

Dans un premier temps, jÕai voulu tester la rŽpression de RPL11 par les siRPL11. JÕai 

mesurŽ le taux de protŽine RPL11 par Western blot et le taux de transcrits Rpl11 par RT-

qPCR. De mani•re surprenante, le taux de protŽine totale RPL11 nÕest pas affectŽ par la 

prŽsence des siRPL11 (Figure 40A : comparer les puits 1 et 3) ni par les siLUC (Figure 40A : 

comparer les puits 1 et 2). La non rŽduction du taux de protŽine Rpl11 en prŽsence des 

siRPL11 peut sÕexpliquer par la stabilitŽ importante des ribosomes. Par consŽquent, seule la 

fraction de protŽine RPL11 non associŽe aux ribosomes doit •tre affectŽe par les siRPL11. 

JÕai donc entrepris de vŽrifier lÕeffet des siRPL11 sur le taux de transcrits RPL11 par des 

expŽriences de RT-qPCR. La figure 40B montre une rŽduction du taux de transcrits Rpl11 en 

prŽsence de siRPL11 (Figure 40A : 100 % en absence de siARN contre 23,7% en prŽsence de 

siRPL11). Les siLUC nÕaffectent pas non plus le taux de transcrits Rpl11 (Figure 40A : 100 % 

en absence de siARN contre 113,6 % en prŽsence de siLuc). Ces rŽsultats indiquent que les 

siRPL11 rŽduisent le taux de transcrits Rpl11 nous permettant conclure quant ˆ sa 

contribution au taux de protŽine p53 dans cette condition. 
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Figure 40 : La rŽpression de Rpl11 ne rŽduit pas le taux de protŽine p53 des cellules 745A en 
absence de SPI-1 et de FLI-1 

Les cellules 745A #44 ont ŽtŽ cultivŽes pendant deux jours en prŽsence de doxycycline puis leur 
diffŽrenciation a ŽtŽ induite par lÕHMBA deux jours avant analyse. Ces cellules ont subi deux 
transfections soit sans siARN (Mock) soit avec des siARN dirigŽs contre lÕARNm de la lucifŽrase (Luc) 
soit avec des siARN dirigŽs contre lÕARNm de Rpl11 (Rpl11). 
A : Analyse par Western blot du taux de protŽine Rpl11 (blot supŽrieur) et Actine !  (blot infŽrieur). 
B : Analyse par RT-qPCR du taux de transcrits Rpl11. Les valeurs sont exprimŽes en pourcentage du 
taux de transcrits des cellules transfectŽes sans siARN rapportŽ au taux de trancscrits Actine et 
reprŽsentent la moyenne de trois expŽriences indŽpendantes. * : p<0,05. 
C : Analyse par Western blot du taux de protŽine p53 (blot supŽrieur) et Actine !  (blot infŽrieur). Le 
graphique de droite reprŽsente la quantification de blot p53 issue de trois expŽriences indŽpendantes. 
Les valeurs, obtenues avec le logiciel ImageJ, sont exprimŽes en pourcentage du taux de protŽines p53 
rapportŽ au taux de protŽines Actine des cellules transfectŽes sans siARN. 
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JÕai ensuite dŽterminŽ lÕeffet de la rŽpression de RPL11 sur le taux de protŽine p53. 

Comme nous pouvons lÕobserver sur la figure 40C, la rŽpression de Rpl11 dans les cellules 

745A #44 ne rŽduit pas le taux de protŽine p53 (Figure 40C : comparer puits 1 et 3 ainsi que 

barres bleue foncŽe et jaune). La figure 40C montre Žgalement un Žcart-type important pour la 

quantification par ImageJ du taux de protŽine p53 en prŽsence de siLUC. Cette variabilitŽ est 

la consŽquence dÕun effet non reproductible du siARN sur le taux de protŽine p53 (figure 

40C : comparer puits 1 et 2 et barres bleue foncŽe et bleue claire). 

Ces rŽsultats tendent ˆ montrer que lÕaugmentation du taux de protŽine p53 observŽe en 

prŽsence dÕHMBA et de doxycycline nÕest pas dŽpendante de la protŽine ribosomique RPL11. 

Les groupes de S. Volarevic et de M. Nister ont montrŽ que la seule rŽpression de RPL11 

attŽnue lÕactivation de p53 en rŽponse ˆ lÕActD ou ˆ des siARN dirigŽs contre lÕARNm de 

Rpl24 (Lindstrom and Nister, 2010 ; Barkic et al., 2009). BasŽ sur ces observations, mes 

rŽsultats tendent Žgalement ˆ montrer que lÕaugmentation de p53 observŽe en absence de FLI-

1 en prŽsence dÕHMBA dans les cellules 745A #44 nÕest pas dŽpendante dÕun stress 

ribosomique. 

 

B) Effet de lÕabsence de FLI-1 et de SPI-1 sur le pool de protŽine  

                   RPL11 libre ? 

 

Un stress ribosomique se caractŽrise par lÕaccumulation dans le nuclŽoplasme de 

protŽines ribosomiques libres. Afin de dŽterminer si lÕabsence de FLI-1 et de SPI-1 induit un 

stress ribosomique, jÕai tentŽ de quantifier le pool de protŽine ribosomique RPL11 par un 

fractionnement cellulaire. Les cellules 745A #44 ont donc ŽtŽ cultivŽes pendant deux jours en 

prŽsence de doxycycline puis leur diffŽrenciation a ŽtŽ induite par lÕHMBA deux jours avant 

lÕanalyse. En parall•le ˆ ce traitement, jÕai cultivŽ ces m•mes cellules en prŽsence ou en 
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absence dÕActD pendant 36 h comme contr™le positif dÕun stress ribosomique. Les cellules 

ont ensuite ŽtŽ lysŽes intŽgralement et soumises ˆ une ultracentrifugation permettant le 

culottage des ribosomes. Les ribosomes et la fraction libre ont alors ŽtŽ dŽposŽs sur gel de 

SDS-PAGE et le taux de protŽine RPL11 dans ces diffŽrentes fractions a ŽtŽ quantifiŽ par 

Western blot.  

La figure 41 montre que la protŽine ERK1/2 qui est ici utilisŽe comme contr™le de 

charge nÕest dŽtectŽe que dans la fraction non ribosomique suggŽrant que le fractionnement 

est de bonne qualitŽ. Nous pouvons Žgalement constater que la protŽine RPL11 est dŽtectŽe 

dans la fraction libre des cellules non traitŽes. Contrairement ˆ ce qui Žtait attendu, le taux de 

protŽine RPL11 libre nÕest pas affectŽ par le traitement par de faibles doses dÕActD (Figure 

42 : comparer puits 5 et 8). De la m•me mani•re, le traitement des cellules 745A #44 par 

lÕHMBA en prŽsence ou en absence de doxycycline nÕa aucun effet sur le taux de protŽine 

RPL11 libre (Figure 41 : comparer puits 5 et 6 puits 5 et 7). Toutefois, le traitement simultanŽ 

par lÕHMBA et par la doxycycline semble diminuer le taux de protŽine RPL11 dans la 

fraction ribosomique (Figure 41 : comparer puits 1 et 3) comme le traitement par lÕActD 

(Figure 41 : comparer puits 1 et 4) alors que le traitement par lÕHMBA seul nÕa pas dÕeffet sur 

ce taux (Figure 41 : comparer puits 1 et 2). La m•me observation est constatŽe pour la 

protŽine RPL24 (donnŽes non montrŽes). Cette diminution pourrait reflŽter la rŽduction du 

nombre de ribosomes en rŽponse ˆ ce traitement. 

Ces rŽsultats sugg•rent donc que lÕabsence de FLI-1 et de SPI-1 dans les cellules 745A #44 

nÕentraine pas dÕaugmentation dŽtectable du pool de protŽine RPL11 libre suggŽrant donc que 

lÕabsence de FLI-1 et de SPI-1 nÕinduit pas un stress ribosomique. 
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Figure 41 : LÕabsence de FLI-1 et de SPI-1 nÕentraine pas dÕaugmentation dŽtectable 
du pool de protŽines RPL11 libres 

Les cellules 745A #44 ont ŽtŽ cultivŽes pendant deux jours en absence ou en prŽsence de 
doxycycline puis leur diffŽrenciation a ŽtŽ induite par lÕHMBA. En parall•le, les cellules 
745A #44 ont ŽtŽ traitŽes pendant 36h par 5 ng/mL dÕactinomycine D (ActD). 90.106  
cellules ont ŽtŽ lysŽes puis les ribosomes ont ŽtŽ culotŽs. Les ribosomes (puits 1 ˆ 4) et la 
fraction non ribosomique (puits 5 ˆ 8) de 5,8.106 cellules ont ŽtŽ dŽposŽs sur gel SDS-
PAGE puis rŽvŽlŽ soit avec lÕanticorps anti-RPL11 (blot supŽrieur) ou avec lÕanticorps 
anti-ERK1 (blot infŽrieur) servant de contr™le de charge. La partie infŽrieure correspond 
au rouge ponceau. 
Le signal RPL11 a ŽtŽ quantifiŽ par le logiciel Image J et normalisŽ par rapport au signal 
donnŽ par lÕanticorps anti-ERK1 et est exprimŽ en pourcentage du signal des cellules non 
traitŽes. 
Les images de la fraction ribosomique et de ERK1/2 de la fraction non ribomique 
correspondent ˆ des expositions de 10 secondes. 
LÕimage du blot anti-RPL11 de la fraction non ribosomique correspond ˆ une exposition de 
cinq minutes. 
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V- Effet de la rŽpression de RPL11 sur le phŽnotype induit par lÕHMBA et par la 

 doxycycline 

 

A) La rŽpression de RPL11 attŽnue la diffŽrenciation des cellules 745A #44 

 induite par lÕHMBA et par la doxycycline 

 

Parall•lement ˆ la quantification du taux de protŽine p53 apr•s rŽpression de RPL11 (cf. 

paragraphe 2 de la partie E et figure 42 A et B), jÕai mesurŽ la diffŽrenciation des cellules 

745A #44. Les rŽsultats sont prŽsentŽs sur la figure 42. 

JÕai mesurŽ la diffŽrenciation des cellules 745A #44 en comptant les cellules colorŽes 

par la benzidine. La figure 42C montre que la prŽsence de siLUC dans les cellules 745A #44 

nÕaffecte pas lÕhŽmoglobinisation induite par le traitement simultanŽ par lÕHMBA et par la 

doxycycline (figure 42C : 100 % en absence contre 92,4 % en prŽsence de siLuc). En 

revanche, la rŽpression de Rpl11 rŽduit de pr•s de 60 % cette hŽmoglobinisation (figure 42C : 

100 % en absence de contre 38,5 % en prŽsence de siRpl11). JÕai voulu dŽterminer si cette 

rŽduction de lÕhŽmoglobinisation des cellules 745A #44 apr•s rŽpression de Rpl11 Žtait 

corrŽlŽe ˆ la rŽduction des g•nes de globine §. JÕai pour cela dosŽ le taux de transcrits de ce 

g•ne par RT-qPCR. La figure 42D montre que la prŽsence de siLuc nÕaffecte pas le taux de 

transcrits globine § (figure 42D : 100 % en absence contre 105,7 % en prŽsence de siLUC). 

Comme pour lÕhŽmoglobinisation des cellules 745A #44, la rŽpression de Rpl11 rŽduit de 

mani•re significative le taux de transcrits de ce g•ne de diffŽrenciation Žrythrocytaire (Figure 

42D : 100 % en absence contre 53,8 % en prŽsence de siRpl11). 

Ces rŽsultats sugg•rent que RPL11 contribue ˆ la diffŽrenciation des cellules 745A #44 

induite par lÕHMBA et par la doxycycline et ce, indŽpendamment de p53.!
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Figure 42 : La rŽpression de Rpl11 attŽnue la diffŽrenciation induite par lÕHMBA et par la doxycycline 
A, B : Cf. lŽgende des figures 42A et B 
C : Mesure de la diffŽrenciation (coloration par la benzidine) des cellules 745A #44 cultivŽes dans les conditions dŽcrites 
dans la figure 42. Les valeurs, exprimŽes en pourcentage des cellules transfectŽes sans siARN (Mock) reprŽsentent la 
moyenne de trois expŽriences indŽpendantes. * : diffŽrence significative (p< 0,05). D : Mesure par RT-qPCR du taux de 
transcrits globine !  rapportŽ au taux de transcrit Actine. Les valeurs, exprimŽes en pourcentage des cellules transfectŽes sans 
siARN reprŽsentent la moyenne de trois expŽriences indŽpendantes. * : diffŽrence significative ( p< 0,05). E : Mesure par 
Western blot du taux de protŽines Rpl24 (blot supŽrieur) et Actine !  (blot infŽrieur) des cellules 745A #44 cultivŽes en 
prŽsence dÕHMBA et de doxycycline et transfectŽes soit sans siARN (Puits 1), soit avec des siARN dirigŽs contre la 
lucifŽrase (Puits 2), soit avec des siARN dirigŽs contre Rpl24 (Puits 3). F : Mesure par RT-qPCR du taux de transcrits Rpl24 
rapportŽs au taux de transcrits Actine des cellules 745A #44 cultivŽes dans les conditions dŽcrites en C. Les valeurs, 
exprimŽes en pourcentage des cellules transfectŽes sans siARN reprŽsentent la moyenne de trois expŽriences indŽpendantes. 
* : diffŽrence significative (p< 0,05). G : Mesure de la diffŽrenciation (coloration par la benzidine) des cellules 745A #44 
cultivŽes dans les conditions dŽcrites en C. Les valeurs, exprimŽes en pourcentage des cellules transfectŽes sans siARN 
reprŽsentent la moyenne de trois expŽriences indŽpendantes.  
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B) La rŽpression de RPL24 nÕa pas dÕeffet sur la diffŽrenciation des cellules 

 745A #44 induite par lÕHMBA et par la doxycycline 

 

LÕattŽnuation de la diffŽrenciation des cellules 745A #44 induite par lÕHMBA et par la 

doxycycline observŽe en prŽsence de siRPL11 pourrait sÕexpliquer par un effet de la 

rŽpression de RPL11 sur le taux global de la traduction. Afin de tester cette hypoth•se, jÕai 

rŽprimŽ une autre protŽine ribosomique, RPL24. Les cellules 745A #44 ont donc ŽtŽ cultivŽes 

en prŽsence de doxycycline pendant deux jours puis leur diffŽrenciation a ŽtŽ induite par 

lÕHMBA. Pendant ce traitement, les cellules ont ŽtŽ transfectŽes deux fois soit sans siARN 

soit avec des siLUC soit avec des siARN dirigŽs contre lÕARNm du g•ne rpl24.  

Dans un premier temps, jÕai testŽ la rŽpression de Rpl24 en mesurant le taux de protŽine 

et de transcrits par Western blot et par RT-qPCR. Les rŽsultats sont prŽsentŽs sur la figure 

42E, F et G. Comme pour la transfection des cellules 745A #44 avec les siRpl11, la 

transfection des cellules 745A #44 avec les siRpl24 ne conduit pas ˆ une rŽduction du taux de 

protŽine RPL24 totale (figure 42E: comparer puits 1 et 3). En revanche, cette transfection 

conduit ˆ une rŽduction du taux de transcrits rpl24 (figure 42F : 100 % sans siARN contre 40 

% en prŽsence de siRpl24). La rŽduction du taux de transcrits RPL24 nÕest pas observŽe apr•s 

transfection des cellules 745A #44 avec les siLuc (figure 42F : 100 % en absence contre 96,8 

% en prŽsence de siLuc). 

JÕai alors voulu dŽterminer si la rŽpression de Rpl24 affecte la diffŽrenciation des 

cellules 745A #44 induite par lÕHMBA et par la doxycycline. JÕai ainsi comptŽ les cellules 

colorŽes par la benzidine. La figure 42G montre que la transfection des cellules 745A #44 

avec des siLuc nÕaffecte pas leur hŽmoglobinisation (figure 42G : 100 % en absence contre 

90,7 % en prŽsence de siLuc). De la m•me fa•on, la rŽpression de Rpl24 dans ces m•mes 
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cellules ne conduit pas ˆ une rŽduction de la diffŽrenciation (figure 42G : 100 en absence 

contre 85,9% en prŽsence de siRpl24).  

Ces rŽsultats montrent que RPL24 ne contribue pas ˆ la diffŽrenciation des cellules 

745A #44 et sugg•rent une contribution spŽcifique de RPL11 dans la diffŽrenciation de ces 

cellules induite par lÕHMBA et par la doxycycline. 

 

VI - Synth•se des rŽsultats obtenus  
!
 

Les rŽsultats prŽsentŽs dans cette deuxi•me partie sugg•rent donc que lÕabsence de SPI-

1 et de FLI-1 induite par lÕHMBA et par la doxycycline rŽduit le niveau de biogen•se des 

ribosomes des cellules 745A #44 et conduit ˆ une augmentation du taux de protŽine p53. 

NŽanmoins, cette augmentation de p53 nÕest pas dŽpendante dÕun stress ribosomique et ne 

contribue pas ˆ la reprise de la diffŽrenciation et ˆ lÕarr•t de la prolifŽration induits par 

lÕabsence de SPI-1 et de FLI-1. De plus, lÕabsence de ces deux facteurs ETS dans les cellules 

745A #44 nÕentraine pas dÕaugmentation dŽtectable du pool de protŽines ribosomiques 

RPL11 libres suggŽrant quÕil nÕy a pas induction dÕun stress ribosomique. Par consŽquent, ces 

rŽsultats invalident notre hypoth•se selon laquelle une voie de stress ribosomique relayŽ par la 

stabilisation de p53 pourrait contribuer aux phŽnotypes induits par lÕabsence de FLI-1 et de 

SPI-1. 

De plus, jÕai pu mettre en Žvidence une contribution de la protŽine RPL11 dans la 

diffŽrenciation des cellules 745A induite par lÕabsence de FLI-1 et de SPI-1 dont le 

mŽcanisme reste ˆ dŽcouvrir (Figure 43).!
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Figure 43 : Invalidation de lÕhypoth•se du stress ribosomique relayŽ par lÕactivation de p53 

Les fl•ches vertes indiquent les liens dŽmontrŽs par mes rŽsultats. 
Les fl•ches oranges indiquent les liens suggŽrŽs par mes rŽsultats. 
Les fl•ches rouges indiquent les liens invalidŽs par mes rŽsultats. 
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TROISIéME PARTIE  : RECHERCHE DE NOUVELLES CIBLES DIRECTES 

COMMUNES AUX FACTEURS DE TRANSCRIPTION FLI -1 ET SPI-1 

 

I - Questions posŽes et stratŽgie expŽrimentale 
  

A) Questions posŽes 

 

En parall•le ˆ la dŽtermination de la contribution de la biogen•se des ribosomes dans les 

effets phŽnotypiques de FLI-1 et de SPI-1 sur la chromatine de cellules ŽrythroleucŽmiques, 

nous avons cherchŽ ˆ dŽterminer sÕil existait dÕautres g•nes cibles directs communs ˆ FLI-1 et 

SPI-1 que ces g•nes impliquŽs dans la biogen•se des ribosomes.  

 

B) StratŽgie expŽrimentale 

 

Afin de rŽpondre ˆ cette question, nous avons entrepris dÕinventorier lÕensemble des 

sites de recrutement de FLI-1 et SPI-1 dans les clones ŽrythroleucŽmiques par la technique de 

ChIP-Seq qui consiste ˆ rŽaliser un ChIP suivi dÕun sŽquen•age massif des fragments de 

chromatine immunoprŽcipitŽs. DÕautre part, et pour faciliter lÕidentification des sites de 

recrutement et des g•nes cibles les plus pertinents pour leur participation au processus 

ŽrythroleucŽmique, nous avons choisi dÕŽlargir notre Žtude ˆ plusieurs clones 

ŽrythroleucŽmiques indŽpendants dans le cadre dÕune collaboration Žtablie avec C. Guillouf 

(Equipe de F. Moreau-Gachelin, Institut Curie, Paris) et le CNS (Centre National de 

SŽquen•age). 

Le projet, prŽsentŽ sur la figure 44, consiste ˆ sŽquencer la chromatine issue de ChIP 

avec soit lÕanticorps anti-FLI-1 (appelŽe par la suite chromatine FLI-1) soit lÕanticorps anti-
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SPI-1 (appelŽe par la suite chromatine SPI-1) rŽalisŽs ˆ partir de trois clones 

ŽrythroleucŽmiques indŽpendants : 

- Le clone 745A #44 qui exprime SPI-1 et FLI-1 et dont le traitement par la 

doxycycline induit la rŽpression de FLI-1 

- Le clone NN10 #5 qui nÕexprime que FLI-1 et dont le traitement par la 

doxycycline induit Žgalement la rŽpression de FLI-1 

- Un clone dŽrivŽ de souris transgŽnique SPI-1 qui exprime SPI-1 et dont le 

traitement par la doxycycline induit la rŽpression de SPI-1 

Par le choix de ces trois clones ŽrythroleucŽmiques, nous avons ainsi la possibilitŽ de 

corrŽler les donnŽes de ChIP-Seq FLI-1 ou SPI-1 aux consŽquences de leur rŽpression 

inductible sur le phŽnotype et le transcriptome des m•mes cellules et ce, dans trois contextes 

ŽrythroleucŽmiques indŽpendants.  

Dans le cadre de ce projet, mon travail consistait ˆ prŽparer la quantitŽ suffisante (20 

ng) de chromatine FLI-1 ˆ partir des cellules NN10 #5 et des cellules 745A #44 avec ou sans 

FLI-1 tandis que C. Guillouf Žtait chargŽe de prŽparer la m•me quantitŽ de chromatine SPI-1 

dans les cellules 745A #44 et les cellules de souris transgŽniques SPI-1. Enfin, le CNS 

sÕoccupe de sŽquencer les chromatines FLI-1 et SPI-1 et de rŽaliser lÕalignement des 

sŽquences sur le gŽnome. 
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Figure 44 : Projet de ChIP-Seq FLI-1 et SPI-1 dans trois lignŽes ŽrythroleucŽmiques 
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II - PrŽparation de la chromatine FLI-1 dans les cellules 745A #44 et les cellules NN10 #5   

 

A) Obtention de la chromatine FLI-1 ˆ partir des cellules NN10 #5 avec ou sans  

FLI -1 

 

JÕai cultivŽ pendant deux jours les cellules NN10 #5 en absence ou en prŽsence de 

doxycycline. 

Dans un premier temps, jÕai testŽ la rŽpression de FLI-1 en mesurant son taux de 

protŽine par Western blot. La figure 45A montre que le traitement par la doxycycline conduit 

ˆ une rŽduction de plus de 90 % du taux de protŽine FLI-1 (Figure 45A : comparer puits 1 et 

2).  

Afin dÕobtenir la quantitŽ suffisante de chromatine FLI-1 (20 ng), jÕai cumulŽ la 

chromatine issue de 12 ChIPs rŽalisŽs chacun ̂ partir de 8.106 cellules issues de trois cultures 

indŽpendantes. Pour chaque culture, jÕai mesurŽ la taille des fragments soniquŽe avant 

prŽcipitation et contr™lŽ lÕefficacitŽ dÕenrichissement par qPCR. Les rŽsultats sont prŽsentŽs 

sur les figures 45B et 45C. 

Afin de mesurer la taille des fragments de chromatine soniquŽe, jÕai dŽposŽ sur un gel 

dÕagarose 1 % un Žchantillon de chromatine non immunoprŽcipitŽe. La figure 45B montre des 

fragments mesurant en moyenne 600 pb qui est la taille de fragments optimale pour les ChIPs 

avec lÕanticorps anti-FLI-1. 

JÕai testŽ lÕefficacitŽ dÕenrichissement des ChIP par des expŽriences de qPCR avec des 

oligonuclŽotides amplifiant des rŽgions identifiŽes pour recruter FLI-1 ainsi que des rŽgions 

contr™les afin de mesurer le bruit de fond. En parall•le aux ChIP FLI-1, jÕai Žgalement rŽalisŽ 

des ChIPs avec un anticorps contr™le anti-p27. Les rŽsultats, correspondants ˆ la moyenne des 

enrichissements obtenus ˆ partir des 3 cultures, sont prŽsentŽs sur la figure 45C. La figure 
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montre un signal 8 fois plus important avec les oligonuclŽotides amplifiant les promoteurs de 

Nip7 et dÕImp4 quÕavec les oligonuclŽotides contr™les amplifiant le promoteur de Gapdh et 

les rŽgions intergŽniques du locus de Globine alpha, 129k et 153k apr•s immunoprŽcipitation 

avec lÕanticorps anti-FLI-1. Ce signal est perdu quand les cellules NN10 #5 sont traitŽes par la 

doxycycline et nÕest pas observŽ avec lÕanticorps anti-p27. Ces rŽsultats montrent donc que 

les enrichissements obtenus sont spŽcifiques de FLI-1. 

 JÕai mesurŽ la quantitŽ de chromatine obtenue ˆ lÕissue des 12 ChIPs par des mesures 

indirectes par PCR. Pour cela, jÕai dosŽ la quantitŽ de chromatine non immunoprŽcipitŽe par 

spectrophotomŽtrie UV ˆ 260 nm. La proportion des chromatines immunoprŽcipitŽes par 

rapport ˆ la chromatine non immunoprŽcipitŽe mÕa permis dÕestimer la quantitŽ de chromatine 

totale. Ainsi, les 12 ChIPs FLI-1 mÕont permis dÕobtenir 24,6 ng de chromatine ˆ partir des 

cellules NN10 #5 non traitŽes et 19,8 ng ˆ partir des cellules traitŽes par la doxycycline. JÕai 

donc obtenu une quantitŽ suffisante de chromatine FLI-1 pour pouvoir la sŽquencer (Figure 

45D). 
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Figure 45 : Obtention de la chromatine FLI-1 des cellules NN10 #5 

Les cellules NN10 #5 ont ŽtŽ cultivŽes pendant deux jours en absence ou en prŽsence de doxycycline 

A : Mesure du taux de protŽine FLI-1 par Western blot. LÕactine § est montrŽe en contr™le de charge. 

B : Mesure de la taille moyenne des fragments de chromatine soniquŽe par Žlectrophor•se sur gel 
dÕagarose 1 %. Le marqueur de taille utilisŽ est le 100 bp DNA ladder (Invitrogen). 

C : Mesure par PCRq des enrichissements de la chromatine obtenus avec lÕanticorps anti-FLI-1 (en 
bleu) et avec lÕanticorps contr™le anti-p27 (en rouge). 

D : Calcul de la quantitŽ de chromatine envoyŽe au sŽquen•age par des mesures indirectes par PCR des 
concentrations dÕADN. 
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B)  Obtention de la chromatine FLI-1 ˆ partir des cellules   745A #44 avec ou  

       sans  FLI -1 

 

Les cellules 745A #44 ont ŽtŽ cultivŽes en prŽsence ou en absence de doxycycline 

pendant deux jours. 

JÕai rŽalisŽ des extraits protŽiques totaux afin de mesurer par Western blot le taux de 

protŽine FLI-1. La figure 46A montre que le traitement des cellules 745A #44 rŽduit le taux 

de protŽine FLI-1 de plus de 90 % (Figure 46A : comparer puits 1 et 2) indiquant que le 

traitement par la doxycycline a permis dÕŽliminer la majoritŽ de la protŽine FLI-1 des cellules 

745A #44. 

Afin dÕobtenir la quantitŽ suffisante de chromatine FLI-1 (20 ng), jÕai cumulŽ la 

chromatine de 8 ChIPs avec lÕanticorps anti-FLI-1 ˆ partir de 8.106 cellules issues de deux 

cultures indŽpendantes. Comme pour les cellules NN10 #5, la taille des fragments de 

chromatine soniquŽe avant immunoprŽcipitation et lÕefficacitŽ dÕenrichissement pour chaque 

culture ont ŽtŽ testŽes. Les rŽsultats sont prŽsentŽs sur la figure 46B et C. 

La figure 46B montre que les fragments de chromatine extraite des cellules 745A #44 

traitŽes ou non par la doxycycline ont une taille moyenne de 600 pb. 

Comme pour les cellules NN10 #5, jÕai rŽalisŽ en parall•le aux ChIPs Fli-1, des ChIP 

avec lÕanticorps contr™le anti-p27 et mesurŽ lÕenrichissement de la chromatine par qPCR avec 

des oligonuclŽotides amplifiant les rŽgions dŽcrites dans le paragraphe 1 de cette partie. La 

figure 46C montre un signal environ 6 ˆ 8 fois plus important sur les rŽgions promotrices de 

nip7 et imp4 avec lÕanticorps anti-FLI-1 par rapport aux rŽgions contr™les. Ce signal est perdu 

apr•s traitement des cellules 745A #44 par la doxycycline et nÕest pas observŽ avec 

lÕanticorps anti-p27. Ces rŽsultats indiquent que les enrichissements obtenus sont spŽcifiques 

de FLI-1. 
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JÕai mesurŽ la quantitŽ de chromatine extraite ˆ partir des cellules 745A #44 suivant la 

m•me mŽthode que pour les cellules NN10 #5. La figure 46D montre que les 8 ChIPs rŽalisŽs 

mÕont permis dÕobtenir 22,6 ng de chromatine ˆ partir des cellules 745A #44 non traitŽes et 

20,4 ng de chromatine ˆ partir des cellules 745A #44 traitŽes par la doxycycline. JÕai donc 

obtenu la quantitŽ suffisante de chromatine pour pouvoir rŽaliser le sŽquen•age. 
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Figure 46 : Obtention de la chromatine FLI-1 des cellules 745A #44 

Les cellules 745A #44 ont ŽtŽ cultivŽes pendant deux jours en absence ou en prŽsence de doxycycline 

A : Mesure du taux de protŽine FLI-1 par Western blot. LÕactine § est montrŽe en contr™le de charge. 

B : Mesure de la taille moyenne des fragments de chromatine soniquŽe par Žlectrophor•se sur gel 
dÕagarose 1 %. Le marqueur de taille utilisŽ est le 100 bp DNA ladder (Invitrogen). 

C : Mesure par PCRq des enrichissements de la chromatine obtenue avec lÕanticorps anti-FLI-1 (en 
bleu) et avec lÕanticorps contr™le anti-p27 (en rouge). 

D : Calcul de la quantitŽ de chromatine envoyŽe au sŽquen•age par des mesures indirectes par PCR des 
concentrations dÕADN. 
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III - Analyse des sŽquences 

!
 

A) Obtention des sŽquences et alignement sur le gŽnome 

 

Une fois obtenue, les chromatines FLI-1 et SPI-1 ont ŽtŽ envoyŽes au CNS. Elles ont ŽtŽ 

sŽquencŽes avec lÕappareil SOLID System de chez Applied Biosystems. Cet appareil donne 

des lectures de 50 pb.  

En plus du sŽquen•age de la chromatine issue des ChIP FLI-1 et SPI-1 ˆ partir des 

cellules mentionnŽes dans les paragraphes prŽcŽdents, nous avons Žgalement sŽquencŽ les 

chromatines issues des ChIP SPI-1 faits ˆ partir de cellules de la rate de souris transgŽniques 

SPI-1 ayant dŽveloppŽ ou non une ŽrythroleucŽmie. Le sŽquen•age de nos Žchantillons nÕa 

pas nŽcessitŽ la quantitŽ totale de chromatine immunoprŽcipitŽe envoyŽe, exceptŽ pour les 

chromatines FLI-1 dont lÕexcŽdent a ŽtŽ soumis ˆ un deuxi•me run de sŽquen•age dans le but 

dÕaugmenter la profondeur de sŽquen•age. Les sŽquences obtenues apr•s les deux runs de 

sŽquen•age FLI-1 ont ensuite ŽtŽ cumulŽes. Enfin, en plus des contr™les de ChIP en absence 

des facteurs, les chromatines non immunoprŽcipitŽes des clones 745A #44 et 722 (clone 

ŽrythroleucŽmique dŽrivŽ de souris transgŽniques SPI-1) ainsi que celles obtenues ˆ partir de 

rates de souris transgŽniques SPI-1 saines et malades ont ŽtŽ sŽquencŽes. Le nombre de 

sŽquences obtenu pour chaque sŽquen•age de chromatine est prŽsentŽ sur le tableau 9. Ces 

runs de sŽquen•age nous ont permis dÕobtenir environ 10 millions de sŽquences pour chaque 

condition exceptŽe le ChIP-Seq FLI-1 pour lequel nous avons obtenu environ 20 millions de 

sŽquences. 
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LignŽe ChIP Nombre de 
lectures totales 

Nombre de 
lectures 

uniques non 
dupliquŽes 

alignŽes 

% des 
lectures 
totales 

663CG (1) SPI-1 29198197 13422146 46 

722 (2) SPI-1 38374436 14424116 37,6 

745A #44 SPI-1 33912233 13082533 38,6 

745A #44 FLI-1* 28558919 9422350 33 

745A #44 FLI-1* 26401501 8484327 32,1 

NN10 #5 FLI-1* 39041866 10892013 27,9 

NN10 #5 FLI-1* 37494947 10441517 27,8 

722 INPUT 24395542 12441553 51 

Rate Saine** SPI-1 27927426 10829593 38,8 

Rate Malade*** SPI-1 29177142 13008312 44,6 

745A #44 INPUT 34509685 15961618 46,2 

722 + DOX (2) SPI-1 22305690 7858684 35,2 

NN10 #5 + DOX FLI-1 26010657 8634993 33,2 

745A #44 + 
DOX 

FLI-1 25141383 9322821 37,1 

Rate Saine*** INPUT 24047849 10374079 43,1 

Rate malade*** INPUT 24331750 10986870 45,1 

Tableau 9 : Nombre de sŽquences alignŽes obtenues pour chaque condition 
(1)!: Clone ŽrythroleucŽmique dŽrivŽ des souris transgŽniques SPI-1 
(2)!: Clone ŽrythroleucŽmique dŽrivŽ des souris transgŽniques SPI-1 prŽsentant une expression 

inductible par la doxycycline de shARNs dirigŽs contre lÕARNm du g•ne spi-1 
* : 2 runs de sŽquen•age ont ŽtŽ rŽalisŽs pour les ChIP FLI-1 dans les cellules NN10 #5 et 745A #44. 

Ils ont ensuite ŽtŽ cumulŽs pour lÕanalyse 
** : Rate de souris transgŽniques SPI-1 nÕayant pas dŽveloppŽ dÕŽrythroleucŽmie 
*** : Rate de souris transgŽniques SPI-1 atteintes dÕŽrythroeleucŽmie 
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Le CNS sÕest ensuite chargŽ de lÕalignement des sŽquences sur le gŽnome de rŽfŽrence 

murin mm9 en utilisant lÕoutil BFAST v0.6.4c. (Homer et al., 2009). Les sŽquences 

dupliquŽes et les sŽquences ayant plusieurs localisations possibles sur le gŽnome ont ŽtŽ 

ŽliminŽes. Le nombre et la proportion de lectures uniques non dupliquŽes alignŽes sont 

reprŽsentŽs sur le tableau 9. Entre environ 30 et 50 % des lectures totales ont pu •tre alignŽes 

avec cet outil. Les fichiers des alignements des sŽquences nous ont ŽtŽ envoyŽs par le CNS. 

 

\]( DŽtection de pics ˆ lÕaide du logiciel MACS(

 

Le traitement bioinformatique des donnŽes de ChIP-Seq a ŽtŽ rŽalisŽ en collaboration 

avec Christian Gautier et Chlotilde Deschamps (PRABI, Villeurbanne). La dŽtection de pics a 

ŽtŽ rŽalisŽe par le logiciel MACS (Model-based Analysis of ChIP-Seq) dŽveloppŽ par le 

groupe de X.S. Liu (Zhang et al., 2008). Ce logiciel permet la dŽtection de pics en comparant 

le fichier dÕintŽr•t et un fichier contr™le. Un exemple de fichier obtenu par MACS est prŽsentŽ 

sur la figure 47. 

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!



! .+] !

!

!

!

!

!

!

!

Afin de valider les pics, nous avons dans un premier temps comparŽ les sŽquences 

obtenues apr•s ChIP-Seq FLI-1 dans les cellules NN10 #5 et 745A #44 non traitŽes et celles 

obtenues ˆ partir des cellules traitŽes par la doxycycline servant ˆ Žtablir le bruit de fond. 

Nous avons ainsi pu dŽtecter 9600 pics FLI-1 dans les cellules 745A #44 et 5680 pics dans les 

Figure 47 : Exemple de fichier donnŽ par MACS 

Apr•s avoir lancŽ une dŽtection de pics avec MACS, nous obtenons un fichier de ce type. Les lignes 
de commande fournies en dŽbut de programme sont indiquŽes sur le haut de la fen•tre du fichier. Le 
tableau indique les param•tres des pics dŽtectŽs. 
Chr : localisation chromosomique du pic 
Start : CoordonnŽe du dŽbut du pic 
End : CoordonnŽe de fin de pic 
Length : Largeur du pic 
Summit : Position du sommet du pic  
Tags : Nombre de sŽquences sous le pic 
 #NOM? : -10 Log10 (pvalue) 
Fold enrichment : Enrichissement du pic 
FDR (%) : Proportion de faux positifs exprimŽe en pourcentage  
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cellules NN10 #5. La rŽpartition des pics en fonction de leur largeur est reprŽsentŽe sur la 

figure 48A pour les cellules NN10 #5 et 48B pour les cellules 745A #44. Comme nous 

pouvons le constater, une forte proportion de pics de petite taille sont dŽtectŽs par le logiciel 

MACS aussi bien dans les cellules NN10 #5 et les cellules 745A #44 (Figure 48A et B : 

courbes bleues). Ces petits pics correspondent ˆ des empilements de sŽquences prŽsentant un 

nombre important de mŽsappariements. Un exemple reprŽsentatif de ces pics est prŽsentŽ sur 

la figure 49A. La figure montre un pic de moins de 100 pb obtenu apr•s ChIP-Seq FLI-1 ˆ 

partir des cellules 745A #44. En revanche, le logiciel MACS a Žgalement pu dŽtecter des pics 

de plus grande taille (Figure 48A : 920 pics de plus de 250 pb dŽtectŽs ˆ partir des cellules 

NN10 #5). La figure 49B reprŽsente un pic de pr•s de 1000 pb dans lequel nous pouvons 

observer un tr•s petit nombre de sŽquences avec plus dÕun mŽsappariement par rapport au 

gŽnome de rŽfŽrence.!
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Figure 48 : Influence du nombre autorisŽ de mŽsappariements sur la dŽtection de pics FLI-1 

Les sŽquences issues des ChIP FLI-1 ˆ partir des cellules NN10 #5 (A) et des cellules 745A #44 (B) ont ŽtŽ analysŽes avec le 
logiciel MACS qui permet la dŽtection de pics FLI-1 et comparŽes aux ChIPs FLI-1 ˆ partir des m•mes cellules traitŽes par la 
doxycycline.  
Les graphiques reprŽsentent la densitŽ des pics en fonction de leur taille. Les courbes bleues ont ŽtŽ obtenues sans limitation du 
nombre de mŽsappariements sur les sŽquences. Les courbes vertes ont ŽtŽ obtenues en Žliminant toutes les sŽquences prŽsentant 
au moins deux mŽsappariements (mm1). Enfin, les courbes rouges ont ŽtŽ obtenues en Žliminant toutes les sŽquences prŽsentant 
au moins un mŽsappariement (mm0).   
Les chiffres en bleu correspondent au nombre de pics obtenus par MACS sans limitation de mŽsappariements dont la taille est 
supŽrieure ˆ 250 pb. Les chiffres en vert sont ceux obtenus avec la limite mm1. Les chiffres en rouge sont ceux obtenus avec la 
limite mm0. 
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La dŽtection de pics de petite taille est incohŽrente avec la taille de sonication de la 

chromatine suggŽrant que ceux-ci correspondent ˆ des artŽfacts. DÕautre part, la visualisation 

manuelle des pics de plus de 250 pb montre que la totalitŽ de ces pics ont une distribution 

gaussienne attendue. BasŽ sur la faible quantitŽ de sŽquences prŽsentant des mŽsappariements 
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observŽe dans les grands pics, nous avons ensuite ŽliminŽ toutes les sŽquences prŽsentant 

deux mŽsappariements ou plus issues des cellules NN10 #5 et 745A #44. Apr•s Žlimination 

de ces sŽquences, le logiciel MACS a dŽtectŽ 3860 pics FLI-1 ˆ partir des cellules 745A #44 

et 3150 pics FLI-1 ˆ partir des cellules NN10 #5. Les figures 48A et B montrent que cette 

stringence a permis lÕŽlimination dÕune grande partie des pics de petite taille (moins de 250 

pb) et a permis dÕaugmenter le nombre de pics dont la taille est supŽrieure ˆ 250 pb (Figure 

48A : 2132 pics de plus de 250 pb apr•s Žlimination des sŽquences ˆ plus dÕun 

mŽsappariement contre 920 sans limitation dans les cellules NN10 #5).  

NŽanmoins, les pics de petite taille rŽsiduels correspondent encore ˆ des empilements de 

sŽquences prŽsentant un mŽsappariement. Nous avons donc cherchŽ ˆ Žliminer toutes les 

sŽquences comprenant au moins un mŽsappariement. Les figures 48A et B montrent que 

lÕŽlimination de ces sŽquences a permis la perte dÕune tr•s grande majoritŽ de pics de petite 

taille sans affecter le nombre de pics de grande taille (Figure 48A : 2126 pics de plus de 250 

pb avec aucun mŽsappariement contre 2132 pics avec au plus un mŽsappariement dans les 

cellules NN10 #5). 

LÕensemble de ces rŽsultats nous ont conduit ˆ focaliser nos analyses sur des pics de plus de 

250 pb et dont les sŽquences ne contiennent aucun mŽsappariement. La rŽpartition des pics 

FLI-1 et SPI-1 dŽtectŽs ˆ partir des cellules 745A #44 en fonction de leur taille ainsi que le 

nombre de pics dont la taille est supŽrieure ˆ 250 pb sont prŽsentŽs sur la figure 50. Nous 

avons ainsi pu dŽtecter 1207 pics FLI-1 et 25375 pics SPI-1 ˆ partir des cellules 745A #44 et 

2126 pics FLI-1 ˆ partir des cellules NN10 #5.!
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Figure 50 : Nombre et rŽpartition des pics en fonction de leur largeur 

A : RŽpartition des pics obtenus par MACS pour SPI-1 (courbe verte) et pour FLI-1 (courbe 
bleue) apr•s Žlimination des sŽquences contenant plus dÕ1 mŽsappariement en fonction de leur 
taille dans les cellules 745A #44. 

B : Tableau montrant le nombre de pics obtenus pour FLI-1 et SPI-1 dont la taille est supŽrieure ˆ 
250 pb pour les cellules 745A #44 et NN10 #5. 

A 

B 

Cf. partie B 
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C) MŽcanismes de recrutement des facteurs de transcription FLI-1 et SPI-1 

 

Dans un premier temps, nous avons focalisŽ notre Žtude sur les cellules 745A #44 afin 

de dŽtecter des pics communs aux facteurs FLI-1 et SPI-1 et dÕidentifier des consensus pour 

ces facteurs. 

 

1- Croisement des listes de pics SPI-1 et FLI-1 

 

Afin de croiser les listes de pics FLI-1 et SPI-1, nous avons utilisŽ deux programmes 

dŽveloppŽs par C. Deschamps qui nous permettent respectivement dÕextraire la position des 

sommets des pics FLI-1 et SPI-1 et de croiser chaque fichier en dŽfinissant une distance 

maximale entre le sommet de chaque pic pour les considŽrer comme communs. La figure 51A 

montre lÕinfluence de cette distance sur le nombre de pics communs dŽtectŽs. Comme nous 

pouvons lÕobserver, le nombre de pics communs augmente de fa•on exponentielle jusquÕˆ une 

distance dÕenviron 200 pb puis cette augmentation est beaucoup moins importante avec des 

tailles supŽrieures.!
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Figure 51 : Identification de pics communs ˆ FLI-1 et ˆ SPI-1 dans les cellules 745A 

A : Graphique reprŽsentant le nombre de pics communs ˆ FLI-1 et ˆ SPI-1 en fonction de la 
distance en paires de bases autorisŽe entre les positions de chaque pic. 

B : ReprŽsentation schŽmatique du nombre de pics spŽcifiques ˆ SPI-1, spŽcifiques ˆ FLI-1 ou 
communs ˆ FLI-1 et ˆ SPI-1 avec une distance maximale autorisŽe de 200 pb. 
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Comme nous avons pu le voir dans la premi•re partie de mes rŽsultats, nous avons mis 

en Žvidence le recrutement de FLI-1 et de SPI-1 sur des rŽgions communes. Une des 

questions ˆ laquelle nous avons voulu rŽpondre est de dŽterminer si ce recrutement est la 

consŽquence de la reconnaissance dÕun seul et m•me motif ou alors la reconnaissance de deux 

diffŽrents. Afin de trancher entre ces deux possibilitŽs, nous avons fixŽ la distance maximale 

entre le sommet des pics FLI-1 et SPI-1 ˆ 200 pb pour les considŽrer comme communs. A 

cette distance, nous avons dŽtectŽ 612 pics communs ˆ FLI-1 et ˆ SPI-1 (Figure 51B). 

 

2- Identification de motifs consensus pour les pics spŽcifiques de FLI-1 ou de de SPI-1  

     ou communs aux deux facteurs 

 

Dans un premier temps, nous avons cherchŽ ˆ identifier des motifs surreprŽsentŽs dans 

les sŽquences des pics spŽcifiques de SPI-1 et de FLI-1 ou des pics communs aux deux 

facteurs. Nous avons utilisŽ deux programmes permettant dÕidentifier ces motifs : le 

programme MEME dŽveloppŽ par T.L. Bailey (Bailey et al., 2006) et le programme 

CisFinder dŽveloppŽ par le groupe de M.S.H. Ko (Sharov et al., 2009). Nous avons donc 

soumis ˆ ces deux programmes les rŽgions comprenant les 200 pb de part et dÕautre du pic et 

comme contr™le les rŽgions situŽes ˆ une distance de -2200/-1800 pb en amont de chaque pic. 

Les motifs ayant obtenu le score le plus fort sont reprŽsentŽs sur la figure 52. 
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Figure 52 : Identification de novo de motifs consensus surreprŽsentŽs associŽs aux sŽquences 
sous les pics 

Les sŽquences correspondant aux pics spŽcifiques ˆ SPI-1 (partie supŽrieure), spŽcifiques ˆ FLI-1 
(partie mŽdiane) et communs ˆ FLI-1 et ˆ SPI-1 (partie infŽrieure) ont ŽtŽ soumises aux logiciels 
CisFinder (partie gauche) et MEME (partie droite) afin dÕidentifier des motifs consensus. En 
parall•le, les sŽquences des rŽgions -2200/-1800 pb en maont du pic SPI-1, FLI-1 ou commun ainsi 
que la sŽquence de 400 promoteurs choisis alŽatoirement ont Žgalement ŽtŽ soumises ˆ ces deux 
logiciels. 
Les motifs reprŽsentŽ sur la figure correspondent au motif ayant le plus grand score donnŽ par 
CisFinder et MEME. 
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Comme nous pouvons le constater, quelque soit la nature du pic, les programmes 

CisFinder et MEME donnent des motifs consensus tr•s similaires. Le motif dŽfini par ces 

deux programmes ayant le score le plus fort aussi bien pour les pics communs ou spŽcifiques 

de SPI-1 et FLI-1 comprend la sŽquence cÏur reconnue par lÕensemble des facteurs de la 

famille ETS, GGAA. En revanche, les nuclŽotides bordant ce cÏur sont diffŽrents pour les 

pics spŽcifiques de SPI-1 et ceux spŽcifiques de FLI-1.  Ainsi, nous pouvons observer que le 

nuclŽotide situŽ en -2 par rapport au premier G de GGAA correspond majoritairement ˆ un C 

pour le motif consensus FLI-1 alors quÕil correspond majoritairement ˆ un G pour le motif 

consensus SPI-1. DÕautre part, ces consensus sont similaires ˆ ceux obtenus in vitro par le 

groupe de C.B. Thompson (Mao et al., 1994), par le groupe de F. Moreau-Gachelin (Ray-

Gallet et al., 1995) et rŽcemment par le groupe de J. Taipale (Wei et al., 2010). Seule une 

diffŽrence est ˆ constater pour le consensus FLI-1 pour la base en -1 du GGAA. En effet, le 

consensus in vitro est composŽ majoritairement dÕun C alors que notre consensus montre une 

Žquivalence entre un C et un A. Ces rŽsultats sugg•rent donc que FLI-1 et SPI-1 sont recrutŽs 

au niveau de consensus diffŽrents sur leurs rŽgions de fixation spŽcifiques. 

Enfin, le consensus commun ˆ FLI -1 et ˆ SPI-1 correspond ˆ un consensus hybride des 

consensus spŽcifiques de SPI-1 et de FLI-1. Cette observation pourrait suggŽrer soit le 

recrutement de SPI-1 et de FLI-1 sur un m•me site hybride soit le recrutement indŽpendant 

sur deux sites distincts. 

 

1- Composition des sŽquences en consensus FLI-1 et SPI-1 et 

localisation des consensus par rapport aux pics 

 

Afin de trancher entre ces deux possibilitŽs, nous avons ensuite dŽterminŽ la 

composition des sŽquences sous les pics spŽcifiques de SPI-1, de FLI-1 et communs en 
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consensus SPI-1 ou FLI-1 ainsi que la localisation de ces consensus par rapport aux pics en 

utilisant le programme CisFinder. 

 

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!3-1  Pics spŽcifiques de FLI-1 

 

PrŽsence ou absence dÕun consensus SPI-1 ou FLI-1 

Dans un premier temps, nous avons dŽterminŽ si les sŽquences sous les 595 pics spŽcifiques 

de FLI-1 (pics FLI-1) contenaient au moins un consensus FLI-1 ou SPI-1. Nous avons donc 

comparŽ les rŽgions comprenant les 200 pb de part et dÕautre du pic FLI-1, la rŽgion situŽe -

2200/-1800 pb en amont de ces pics (rŽgions -2kF) et les sŽquences de 600 promoteurs 

choisis au hasard (rŽgions Pro). La figure 53A montre que les rŽgions contr™les -2kF et Pro 

sont composŽes dÕune proportion Žquivalente de sŽquences contenant au moins un consensus 

SPI-1 ou FLI-1 (Figure 53A : 296 sŽquences pour les rŽgions contr™les -2kF et 286 sŽquences 

pour les rŽgions Pro) et ne contenant pas de consensus (Figure 53A : 299 sŽquence pour les 

rŽgions -2kF et 312 sŽquences pour les rŽgions Pro). En revanche, les sŽquences sous les pics 

FLI-1 sont tr•s nettement enrichies en sŽquence contenant au moins un consensus FLI-1 ou 

SPI-1 prŽalablement identifiŽ (Figure 53A : 528 sŽquences contenant au moins un consensus 

contre 67 sŽquences nÕen contenant pas). Nous ne pouvons pas exclure que le sŽquences ne 

contenant pas de consensus FLI-1 ou SPI-1 ne contiennent pas de motifs comprenant un 

GGAA mais dont lÕenvironnement serait diffŽrent. Cette possibilitŽ nÕa pas ŽtŽ traitŽe dans 

notre Žtude.!
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Figure 53 : Composition des sŽquences spŽcifiques ˆ FLI-1 en consensus FLI-1 et SPI-1 

Les sŽquences correspondant au 200 pb de part et dÕautre des 595 pics spŽcifiques de FLI-1(Pic), les 
sŽquences des rŽgions -2200 pb/-1800 pb en amont de ces pics (-2kF) et les sŽquences de 600 
promoteurs choisis alŽatoirement (Pro) ont ŽtŽ analysŽes par CisFinder afin de dŽterminer leur 
composition en consensus FLI-1 et SPI-1. 
A :  Nombre de sŽquences contenant (barres violettes) ou pas (barres rouges) au moins un consensus    
SPI-1 ou un consensus FLI-1 exprimŽ en pourcentage du nombre total de sŽquences. 
B : Nombre de consensus FLI-1 (barres bleues) et de consensus SPI-1 (barres vertes). 
C : Nombre de sŽquences contenant 1 ou plusieurs consensus FLI-1 (barres bleues), SPI-1 (barres 
vertes) ou les 2 types de consensus (barres jaunes) exprimŽ en pourcentage du nombre total de 
sŽquences contenant au moins un consensus FLI-1 ou SPI-1. 
D : Nombre de sŽquences contenant 1, 2 et/ou 3 consensus SPI-1 et FLI-1 auquel est soustrait la 
moyenne des nombres de sŽquences Žquivalentes des contr™les -2kF et Pro. 
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Nombre de consensus prŽsents dans les sŽquences sous les pics FLI-1 

La figure 53B montre le nombre de consensus FLI-1 ou SPI-1 contenus dans les 

sŽquences sous les pics FLI-1 et les rŽgions -2kF et Pro. Comme nous pouvons lÕobserver, 

parmi les sŽquences contenant au moins un consensus, les sŽquences des rŽgions -2kF et Pro 

sont composŽes dÕune majoritŽ de consensus SPI-1 par rapport aux consensus FLI-1 (Figure 

53B : 273 consensus SPI-1 contre 149 consensus FLI-1 pour la rŽgion -2KF et 254 consensus 

SPI-1 contre 171 consensus FLI-1 pour la rŽgion Pro). En revanche, les pics FLI-1 sont tr•s 

nettement enrichis en consensus FLI-1 (Figure 53B : 736 consensus FLI-1) alors que le 

nombre de consensus SPI-1 est tr•s lŽg•rement supŽrieur ˆ celui des rŽgions contr™les (Figure 

53B : 374 consensus SPI-1). Ces rŽsultats indiquent donc que les consensus FLI-1 sont 

fortement enrichis en consensus FLI-1 et ˆ un degrŽ moindre en consensus SPI-1. 

 

Nombre de consensus par sŽquence sous les pics FLI-1 

Nous avons ensuite dŽterminŽ le nombre de consensus contenus dans les sŽquences sous 

les pics FLI-1 et les rŽgions -2kF et Pro. Les figures 53C et 53D montrent les rŽsultats 

obtenus. Les sŽquences ont ŽtŽ classŽes selon quÕelles contiennent 1, 2, 3 ou plus de 3 

consensus FLI-1 et/ou SPI-1 et un code couleur en fonction quÕelles contiennent 

exclusivement des consensus FLI-1 (couleur bleue), des consensus SPI-1 (couleur verte) ou 

alors les deux types de consensus (couleur jaune). 

La figure 53D montre que les pics FLI-1 sont dŽplŽtŽs en sŽquences contenant 

exclusivement des consensus SPI-1 (Figure 53D : barres vertes). En revanche, les sŽquences 

sous les pics FLI-1 sont tr•s majoritairement des sŽquences contenant exclusivement des 

consensus FLI-1 (Figure 53D : barres bleues). Enfin, nous pouvons observer Žgalement un 

enrichissement beaucoup moins important de sŽquences contenant les deux types de 

consensus (Figure 53D : barres jaunes). 
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Ces rŽsultats sugg•rent donc que FLI-1 est recrutŽe prŽfŽrentiellement sur son 

consensus. 

 

Localisation des consensus par rapport au sommet des pics 

Si cette hypoth•se est vraie, nous devrions pouvoir observer une localisation 

prŽfŽrentielle des consensus FLI-1 sous le sommet des pics FLI-1. Nous nous sommes donc 

ensuite intŽressŽs ˆ la position des diffŽrents consensus SPI-1 ou FLI-1 par rapport au sommet 

des pics FLI-1 dont les sŽquences contiennent un consensus FLI-1 et un consensus SPI-1. 

Ainsi, nous pouvons observer que la courbe reprŽsentant la rŽpartition des consensus FLI-1 

sous les pics montre un maximum au niveau de 200 pb (Figure 54A : courbe bleue). La 

sŽquence que nous avons analysŽe avec CisFinder correspond aux 200 pb de part et dÕautre du 

sommet du pic. Par consŽquent, 200 pb correspond au sommet du pic FLI-1. En revanche, la 

courbe de rŽpartition des consensus FLI-1 sur les rŽgions -2kF (Figure 54A : courbe verte) 

ainsi que celles reprŽsentant la rŽpartition des consensus SPI-1 par rapport aux Pics FLI-1 

(Figure 54A : courbe rouge) et les rŽgions contr™les -2kF (Figure 54A : courbe violette) 

ressemblent ˆ la courbe de rŽpartition alŽatoire prŽsentŽe sur la figure 54B. 

Ces rŽsultats montrent que les consensus FLI-1 ont une localisation prŽfŽrentielle sous le 

sommet du pic FLI-1. En revanche, les consensus SPI-1 sont rŽpartis de mani•re alŽatoire. 

Ces  rŽsultats montrent donc que FLI-1 est recrutŽe sur son propre consensus.!
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Figure 54 : Localisation des consensus SPI-1 ou FLI-1 par rapport au pic FLI-1 spŽcifique 

A : A gauche, reprŽsentation schŽmatique de la position du sommet du pic FLI-1 et -2kF et des 
consensus FLI-1 (rond bleu clair) et SPI-1 (rond vert). La double fl•che bleue reprŽsente la 
distance entre le consensus FLI-1 et le sommet du pic FLI-1. La double fl•che rouge reprŽsente la 
distance entre le consensus SPI-1 et le sommet du pic FLI-1. La double fl•che verte reprŽsente la 
distance entre le consensus FLI-1 et la position -2000 des rŽgions -2kF. Enfin, la double fl•che 
rose reprŽsente la distance entre le consensus SPI-1 et le pic -2kF. A droite, localisation des 
consensus FLI-1 (courbes bleue et verte) ou SPI-1 (courbes rouge et rose) sur la rŽgion 
comprenant les 200 pb de part et dÕautre du pic spŽcifique de FLI-1 (courbes bleue et rouge) ou sur 
la rŽgion -2200 pb/-1800 pb en amont du pic spŽcifique de FLI-1 (courbes verte et rose) pour les 
sŽquences contenant un consensus FLI-1 et un consensus SPI-1. 
B : Exemple thŽorique de rŽpartition homog•ne des consensus sur une rŽgion de 400 pb. 
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3-2 Pics spŽcifiques de SPI-1 

 

Nous avons suivi la m•me stratŽgie dŽcrite pour les pics FLI-1 pour dŽterminer la 

composition des sŽquences sous 600 pics SPI-1 choisis au hasard parmi les 24763 et la 

localisation des consensus par rapport ˆ ces pics. Les rŽsultats sont prŽsentŽs sur les figures 55 

et 56. Les valeurs pour les rŽgions Pro prŽsentŽs dans la figure 55 sont les m•mes que pour la 

figure 53. 

 

PrŽsence ou absence des consensus SPI-1 ou FLI-1 sous les pics SPI-1 

Comme pour les pics FLI-1, les rŽgions -2200 pb/-1800 pb en amont des pics SPI-1 (rŽgions -

2kS) sont autant composŽes de sŽquences contenant au moins un consensus FLI-1 ou SPI-1 

que de sŽquences nÕen contenant pas (Figure 55A : 285 sŽquences avec contre 315 sŽquences 

sans consensus). En revanche, les pics SPI-1 sont tr•s majoritairement composŽs de sŽquences 

comportant au moins un consensus (Figure 55A : 588 avec contre 42 sans consensus). 
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Figure 55 : Composition des sŽquences spŽcifiques ˆ SPI-1 en consensus FLI-1 et SPI-1 

Les sŽquences correspondant au 200 pb de part et dÕautre de 600 pics choisis alŽatoirement parmi les 
24763 pics spŽcifiques de SPI-1(Pic), les sŽquences des rŽgions -2200 pb/-1800 pb en amont de ces 
pics (-2kS) et les sŽquences de 600 promoteurs choisis alŽatoirement (Pro) ont ŽtŽ analysŽes par 
CisFinder afin de dŽterminer leur composition en consensus FLI-1 et SPI-1. 
A :  Nombre de sŽquences contenant (barres violettes) ou pas (barres rouges) au moins un consensus    
SPI-1 ou un consensus FLI-1 exprimŽ en pourcentage du nombre total de sŽquences. 
B : Nombre de consensus FLI-1 (barres bleues) et de consensus SPI-1 (barres vertes). 
C : Nombre de sŽquences contenant 1 ou plusieurs consensus FLI-1 (barres bleues), SPI-1 (barres 
vertes) ou les 2 types de consensus (barres jaunes) exprimŽ en pourcentage du nombre total de 
sŽquences contenant au moins un consensus FLI-1 ou SPI-1. 
D : Nombre de sŽquences contenant 1, 2 et/ou 3 consensus SPI-1 et FLI-1 auquel est soustrait la 
moyenne des nombres de sŽquences Žquivalentes des contr™les -2kS et Pro. 

Nombre de consensus 
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Nombre de consensus prŽsents dans les sŽquences sous les pics SPI-1  

La figure 55B montre le nombre de consensus SPI-1 ou FLI-1 prŽsents dans les 

sŽquences sous les pics SPI-1 et les rŽgions -2kS. Comme pour les rŽgions -2kF, le nombre de 

consensus SPI-1 dans les rŽgions contr™les -2kS est supŽrieur ˆ celui des consensus FLI-1 

(Figure 55B : 257 consensus SPI-1 contre 138 consensus FLI-1). En revanche, le nombre de 

consensus SPI-1 contenus dans les sŽquences sous les pics SPI-1 est tr•s largement supŽrieur 

ˆ celui des rŽgions contr™les -2kS ou des rŽgions Pro (Figure 55B : 792 consensus SPI-1). Le 

nombre de consensus FLI-1 dans ces sŽquences est Žgalement supŽrieur ˆ celui des rŽgions 

contr™les (Figure 55B : 301 consensus). Ces rŽsultats indiquent donc que les sŽquences sous 

les pics SPI-1 sont fortement enrichies en consensus SPI-1 et ˆ un degrŽ moindre en 

consensus FLI-1. 

 

Nombre de consensus par sŽquence 

SymŽtriquement ˆ ce qui est observŽ pour les pics FLI-1, les sŽquences sous les pics 

SPI-1 composŽes dÕun seul consensus sont tr•s majoritairement des sŽquences contenant un 

consensus SPI-1, les sŽquences avec seulement un consensus FLI-1 Žtant dŽplŽtŽes par 

rapport aux rŽgions contr™les (Figure 55C et D). Nous pouvons Žgalement observer un 

enrichissement de sŽquences contenant exclusivement des consensus SPI-1 pour celles 

contenant plus dÕun consensus. NŽanmoins, contrairement aux pics FLI-1 pour lesquels nous 

avons observŽ une dŽplŽtion de consensus SPI-1, les pics SPI-1 comportant deux consensus 

FLI-1 ne prŽsentent pas de diffŽrences avec les rŽgions contr™les.  

 

 

Localisation des consensus par rapport au sommet des pics SPI-1 
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Dans le but de dŽterminer si les consensus SPI-1 avaient une localisation prŽfŽrentielle 

sous les pics SPI-1 comme les consensus FLI-1 pour les pics FLI-1, nous avons calculŽ les 

distances entre les consensus et le sommet des pics SPI-1 dont les sŽquences contiennent un 

consensus de chaque type. La figure 56A montre la rŽpartition des consensus SPI-1 et FLI-1 

dans les sŽquences prŽsentes sous les pics SPI-1 ou les rŽgions contr™les -2kS qui contiennent 

un consensus de chaque type. Comme nous pouvons lÕobserver, la courbe de rŽpartition des 

consensus SPI-1 (Figure 56A : courbe rouge) prŽsente un maximum au niveau de la 

coordonnŽe 200 correspondant au sommet du pic SPI-1 alors que les consensus SPI-1 sont 

rŽpartis de mani•re uniforme dans les sŽquences prŽsentes sous la rŽgion contr™le (-2kS) 

(Figure 56A : courbe violette). De fa•on plus inattendue, la courbe de rŽpartition des 

consensus FLI-1 prŽsente Žgalement un maximum sous le sommet du pic SPI-1 quoique 

moins prononcŽ que pour la courbe des consensus SPI-1 (Figure 56A : courbe bleue). Comme 

attendu, la rŽpartition des consensus FLI-1 est alŽatoire dans les sŽquences contr™les -2kS 

(Figure 56A : courbe verte).  

Ces rŽsultats montrent que les consensus SPI-1 et dans une moindre mesure FLI-1 sont 

localisŽs  prŽfŽrentiellement sous le sommet du pic SPI-1. 

 

LÕensemble des rŽsultats prŽsentŽs dans ce paragraphe sugg•re que SPI-1 est recrutŽ 

prŽfŽrentiellement sur son consensus mais pourrait Žgalement lÕ•tre sur les consensus FLI-1. 
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Figure 56 : Localisation des consensus SPI-1 ou FLI-1 par rapport au pic spŽcifique de SPI-1 

A : A gauche, reprŽsentation schŽmatique de la position du sommet du pic SPI-1 et -2kS et des 
consensus FLI-1 (rond bleu clair) et SPI-1 (rond vert). La double fl•che bleue reprŽsente la 
distance entre le consensus FLI-1 et le sommet du pic SPI-1. La double fl•che rouge reprŽsente la 
distance entre le consensus SPI-1 et le sommet du pic SPI-1. La double fl•che verte reprŽsente la 
distance entre le consensus FLI-1 et la position -2000 de la rŽgion -2kS. Enfin, la double fl•che 
rose reprŽsente la distance entre le consensus SPI-1 et le pic -2kS. A droite, localisation des 
consensus FLI-1 (courbes bleue et verte) ou SPI-1 (courbes rouge et rose) sur la rŽgion 
comprenant les 200 pb de part et dÕautre du pic spŽcifique de SPI-1 (courbes bleue et rouge) ou sur 
la rŽgion -2200 pb/-1800 pb en amont du pic spŽcifique de SPI-1 (courbes verte et rose) pour les 
sŽquences contenant un consensus FLI-1 et un consensus SPI-1. 
B : Exemple thŽorique de rŽpartition homog•ne des consensus sur une rŽgion de 400 pb. 
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3-3 Pics communs ˆ FLI-1 et ˆ SPI-1 

 

Les sŽquences sous les 612 pics communs ˆ FLI-1 et SPI-1 ainsi que les rŽgions situŽes 

-2200/-1800 pb en amont de ces pics (rŽgions -2kC) ont ŽtŽ traitŽes de la m•me mani•re que 

les pics spŽcifiques. Les rŽsultats sont prŽsentŽs sur les figures 57 et 58. Les valeurs pour les 

rŽgions Pro correspondent ˆ celles montrŽes dans les figures 53 et 55.  

 

PrŽsence ou absence de consensus SPI-1 ou FLI-1 

Comme pour les rŽgions contr™les -2kS et -2kF, les rŽgions -2kC sont composŽes 

dÕautant de sŽquences contenant au moins un consensus que de sŽquences nÕen contenant 

aucun (Figure 57A : 309 sŽquences avec contre 302 sŽquences sans consensus). En revanche, 

les pics communs sont composŽs tr•s majoritairement de sŽquences contenant au moins un 

consensus FLI-1 ou SPI-1 (Figure 57A : 592 sŽquences avec contre seulement 19 sŽquences 

sans consensus). 
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Figure 57 : Composition des sŽquences communes ˆ FLI-1 et ˆ SPI-1 en consensus FLI-1 et SPI-1 

Les sŽquences correspondant au 200 pb de part et dÕautre de 612 pics communs ˆ FLI-1 et ˆ SPI-1 
(Pic), les sŽquences des rŽgions -2200 pb/-1800 pb en amont de ces pics (-2kC) et les sŽquences de 600 
promoteurs choisis alŽatoirement (Pro) ont ŽtŽ analysŽes par CisFinder afin de dŽterminer leur 
composition en consensus FLI-1 et SPI-1. 
A :  Nombre de sŽquences contenant (barres violettes) ou pas (barres rouges) au moins un consensus    
SPI-1 ou un consensus FLI-1 exprimŽ en pourcentage du nombre total de sŽquences. 
B : Nombre de consensus FLI-1 (barres bleues) et de consensus SPI-1 (barres vertes). 
C : Nombre de sŽquences contenant 1 ou plusieurs consensus FLI-1 (barres bleues), SPI-1 (barres 
vertes) ou les 2 types de consensus (barres jaunes). 
D : Nombre de sŽquences contenant 1, 2 et/ou 3 consensus SPI-1 et FLI-1 auquel est soustrait la 
moyenne des nombres de sŽquences Žquivalentes des contr™les -2kC et Pro. 
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Nombre de consensus prŽsents dans les sŽquences sous les pics communs 

La figure 57B montre la nature du consensus prŽsent dans les sŽquences sous les pics 

communs et les rŽgions contr™les -2kC contenant au moins un consensus. Les rŽgions 

contr™les -2kC et Pro sont composŽes dÕune majoritŽ de sŽquences comprenant au moins un 

consensus SPI-1 (Figure 57B : 300 sŽquences avec consensus SPI-1 contre 182 sŽquences 

avec consensus FLI-1). Au contraire, les pics communs prŽsentent un enrichissement en 

sŽquences contenant au moins un consensus FLI-1 (Figure 57B : 764 sŽquences) ou un 

consensus SPI-1 (Figure 57B : 738 sŽquences). 

 

Nombre de consensus par sŽquences sous les pics communs 

Les figures 57C et 57D montrent le nombre de sŽquences comportant 1, 2, 3 ou plus de 

3 consensus SPI-1 et/ou FLI-1 sous les pics communs et les rŽgions contr™les -2kC et Pro. De 

fa•on frappante, les pics communs prŽsentent une sous reprŽsentation de sŽquences nÕayant 

quÕun seul consensus contrairement aux sŽquences des rŽgions contr™les. DÕautre part, la 

majoritŽ des sŽquences sous les pics communs comportant au moins deux consensus 

correspondent ˆ des sŽquences comportant les deux types de consensus.  

 

ProximitŽ des pics et des consensus FLI-1 et SPI-1 

Une des questions que nous nous sommes posŽes est de savoir si les sŽquences 

contenues sous les pics communs ˆ FLI-1 et ˆ SPI-1 Žtaient composŽes de consensus proches 

lÕun de lÕautre. Nous avons dans un premier temps calculŽ la distance moyenne entre les pics 

FLI-1 et SPI-1 communs. De mani•re frappante, la figure 58A montre que les pics SPI-1 et 

FLI-1 sont distants de moins de 100 pb lÕun de lÕautre, que la distance maximale imposŽe 

pour les considŽrer comme communs soit de 200 pb (Figure 58A : courbe bleue) ou de 1000 
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pb (Figure 58A : courbe verte). Ces rŽsultats indiquent donc que les pics FLI-1 et SPI-1 sont 

retrouvŽs majoritairement ˆ proximitŽ lÕun de lÕautre.   

Afin de tester si cette proximitŽ des sommets des pics FLI-1 et SPI-1 est due ˆ la 

proximitŽ des consensus FLI-1 et SPI-1, nous avons Žgalement calculŽ la distance moyenne 

entre ces consensus dans les sŽquences communes contenant un consensus de chaque type 

ainsi que dans les sŽquences de 600 promoteurs choisis au hasard. Comme nous pouvons 

lÕobserver, la majoritŽ des sŽquences contenues sous les pics communs est composŽe de 

consensus FLI-1 et SPI-1 distants de moins de 100 pb (Figure 58B : courbe verte). Les 

consensus FLI-1 et SPI-1 des 600 sŽquences promotrices prises au hasard semblent Žgalement 

avoir une contrainte de proximitŽ. Cependant, cette contrainte est beaucoup moins prononcŽe 

que celle observŽe sous les pics communs (Figure 58B : courbe noire). 

LÕensemble de ces rŽsultats indique donc que lÕexistence de pics considŽrŽs comme communs 

ˆ FLI -1 et ˆ SPI-1 est la consŽquence de la proximitŽ de leur consensus respectif. 
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Figure 58 : Les pics et les consensus SPI-1 et FLI-1 sont ˆ proximitŽ lÕun de lÕautre pour les pics 
communs 

A : Distance moyenne entre les pics SPI-1 et FLI-1 obtenus ˆ partir du croisement des pics SPI-1 et 
FLI-1 apr•s avoir imposŽ une distance maximale de 200 pb (courbe bleue) ou de 1000 pb (courbe 
verte). 

B : Distance moyenne entre les consensus FLI-1 et SPI-1 dans les sŽquences sous les pics communs 
contenant un consensus FLI-1 et un consensus SPI-1 (courbe verte) ou dans les sŽquences de 600 
promoteurs (Pro) choisis de mani•re alŽatoire (courbe noire).  
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Localisation des consensus SPI-1 et FLI-1 par rapport aux pics communs 

Nous avons testŽ la localisation des consensus FLI-1 et SPI-1 par rapport aux pics FLI-1 

et SPI-1 communs sous lesquels les sŽquences sont composŽes dÕun consensus de chaque 

type. La figure 58 montre la rŽpartition des distances entre les consensus SPI-1 (Figure 59A) 

ou FLI-1 (Figure 59B) par rapport aux pics FLI-1 et SPI-1 communs. 

Comme nous pouvons lÕobserver sur la figure 59C, le consensus SPI-1 est localisŽ 

prŽfŽrentiellement sous le sommet du pic SPI-1 (Figure 59C : courbe bleue). En revanche, le 

consensus SPI-1 est rŽparti de mani•re plus l‰che de part et dÕautre du pic FLI-1 (Figure 59C : 

courbe verte). 

De la m•me mani•re, nous pouvons observer Žgalement un positionnement du 

consensus FLI-1 ˆ courte distance du sommet du pic FLI-1 (Figure 59B : courbe bleue) ainsi 

quÕune rŽpartition plus l‰che de part et dÕautre du sommet du pic SPI-1 (Figure 59B : courbe 

verte). 

En dÕautres termes, ces rŽsultats indiquent donc que le consensus SPI-1 est davantage localisŽ 

ˆ proximitŽ du pic SPI-1 commun alors que le pic FLI-1 semble plut™t localisŽ proche du pic 

FLI-1. Ces observations sugg•rent donc que FLI-1 et SPI-1 seraient recrutŽs sur leur 

consensus respectifs. 
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Figure 59 : Localisation des consensus SPI-1 ou FLI-1 par rapport au pic commun ˆ FLI-1 et 
SPI-1 
A : SchŽma explicatif des graphiques A et B. Le point 0 correspond ˆ la moitiŽ de la distance entre 
les pics FLI-1 et SPI-1. Les fl•ches bleues reprŽsentent la distance entre le consensus et le pic du 
facteur correspondant. Les fl•ches vertes reprŽsentent les distances entre les consensus et le pic de 
lÕautre facteur. 
B : Distance en paire de bases entre le consensus SPI-1 et le pic SPI-1 (courbe bleue) ou le pic 
FLI-1 (courbe verte). 
C : Distance en paire de bases entre le consensus FLI-1 et le pic FLI-1 (courbe bleue) ou le pic 
SPI-1 (courbe verte). 
D : Exemple thŽorique de rŽpartition homog•ne des consensus sur une rŽgion de 400 pb. 
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Conservation des consensus FLI-1 et SPI-1 des sŽquences sous les pics communs 

Afin de dŽterminer si les consensus FLI-1 et SPI-1 des sŽquences des pics communs 

Žtaient conservŽs au cours de lÕŽvolution, les sŽquences contenant deux consensus FLI-1 et 

SPI-1 contenues sous les pics communs et sous les rŽgions contr™les ont ŽtŽ analysŽes avec 

rVISTA 2.0 pour dŽtecter des conservations multi-esp•ces des consensus. La figure 60 montre 

que les sŽquences des rŽgions contr™les sont composŽes de sŽquences ne contenant pas de 

consensus SPI-1 ou FLI-1 conservŽs, de sŽquences contenant un des deux consensus 

conservŽs ou des deux (Figure 60 : secteur de droite). En revanche, nous pouvons observer un 

tr•s net enrichissement en sŽquences contenant deux consensus SPI-1 et FLI-1 conservŽs sous 

les pics communs (Figure 60 : secteur de gauche).  

Autrement dit, ces rŽsultats tendent ˆ montrer une pression de sŽlection sur les 

sŽquences contenant un consensus FLI-1 et un consensus SPI-1 dans les sŽquences des pics 

communs aux facteurs FLI-1 et SPI-1. 
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D) Etude du recrutement de SPI-1 et de FLI-1 sur les promoteurs de g•nes de 

biog•nese des ribosomes 

 

1- Association des pics spŽcifiques et communs ˆ des g•nes de 

biog•nese des ribosomes 

 

Nous avons ensuite focalisŽ notre Žtude sur lÕensemble des g•nes de biogen•se des ribosomes 

recrutant SPI-1 et/ou FLI-1 sur leurs sŽquences rŽgulatrices afin de dŽterminer dans un 

Pics communs Pro 

Figure 60 : Conservation des consensus FLI-1 et SPI-1 dans les sŽquences sous les pics 
communs 

Secteurs montrant la proportion de consensus FLI-1 conservŽs (partie bleue), SPI-1 conservŽs 
(partie verte) ou les deux conservŽs (partie jaune) ou encore non conservŽs (partie rouge) dans 
les sŽquences sous les pics communs (secteur de gauche) ou contr™les (600 promoteurs au 
hasard) (secteur de droite) contenant un consensus FLI-1 et un consensus SPI-1. 
Un consensus est considŽrŽ conservŽ sÕil lÕest dans au moins une des esp•ces suivantes par 
rapport ˆ la souris : Homme, ChimpanzŽ, Macaque, Poulet et Chien. 

Non conservŽs 

FLI-1 conservŽs 

SPI-1 conservŽs 

FLI-1 et SPI-1 conservŽs 
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premier temps si ces sŽquences sont majoritairement composŽes des deux types de consensus 

SPI-1 et FLI-1. Nous avons donc utilisŽ la liste des coordonnŽes de pics spŽcifiques ˆ FLI-1 

ou ˆ SPI-1 ou communs aux deux facteurs et nous les avons soumis au programme GPAT 

(Genomic Position Annotation Tool) disponible sur internet. Ce programme dŽveloppŽ par le 

groupe L. Tora (Krebs et al., 2008) dŽtecte dans une fen•tre de distance par rapport aux g•nes 

la prŽsence de pics ou non. Pour notre analyse concernant les g•nes de biogen•se des 

ribosomes, nous avons effectuŽ une recherche de pics dans une distance de 5 kb de part et 

dÕautre du point dÕinitiation de la transcription. Une fois la liste de g•nes obtenue, nous avons 

cherchŽ les g•nes codant des protŽines impliquŽes dans la biogen•se des ribosomes dŽcrits par 

le groupe de J.J Diaz (CoutŽ et al., 2006). La figure 61A montre que 128 pics spŽcifiques ˆ 

SPI-1 sont associŽs ˆ des g•nes de biogen•se des ribosome contre seulement 16 pics 

spŽcifiques ˆ FLI-1 et 18 pics communs. Cette faible reprŽsentation de pics communs associŽs 

aux g•nes de biogen•se des ribosomes pourrait suggŽrer quÕune grande proportion de ces 

g•nes ne recrute que SPI-1. 
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2- Les sŽquences sous les 128 pics SPI-1 montrent une 

surreprŽsentation de consensus communs 

 

Du fait du faible nombre de pics communs et spŽcifiques ˆ FLI-1 associŽs ˆ des g•nes 

de biogen•se des ribosomes, nous avons focalisŽ notre Žtude sur les 128 pics spŽcifiques de 

SPI-1. Nous avons recherchŽ des motifs surreprŽsentŽs dans les sŽquences prŽsentes dans une 

rŽgion de 200 pb de part et dÕautre du sommet de ces 128 pics par rapport aux rŽgions 

contr™les situŽes 2 kb en amont (rŽgion -2kR) afin de tester si le motif surreprŽsentŽ dans la 

totalitŽ des sŽquences sous les pics spŽcifiques ˆ SPI-1 est le m•me pour les sŽquences 

SPI-1 
spŽcifique 

FLI-1 
spŽcifique 

Communs 

Nombre de 
pics 

128 16 18 

Nombre total 
de pics 

7304 282 238 

A 

B 

Figure 61 : Association des pics spŽcifiques et communs aux g•nes de biogen•se des ribosomes 

A : Tableau reprŽsentant le nombre de pics associŽs par le programme GPAT aux g•nes impliquŽs 
dans la biogen•se des ribosomes ou aux g•nes totaux dŽcrits par CoutŽ et al. (CoutŽ et al., 2006).  

B : ReprŽsentation du motif consensus surreprŽsentŽ dans les sŽquences sous les pics spŽcifiques de 
SPI-1 associŽs ˆ la biogen•se des ribosomes 
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associŽes ˆ la biogen•se des ribosomes. Pour rappel, le motif consensus identifiŽ par 

CisFinder pour les pics spŽcifiques ˆ SPI-1 est composŽ dÕun motif cÏur GGAA avec tr•s 

majoritairement un G en position -2 par rapport ˆ ce motif (Figure 52). En revanche, le motif 

surreprŽsentŽ dans les sŽquences sous les 128 pics associŽs ˆ la biogen•se des ribosomes est 

strictement le m•me que celui identifiŽ par cisFINDER pour les 612 pics communs (comparer 

figures 52 et 61B). Ces rŽsultats sugg•rent que les sŽquences sous les pics SPI-1 associŽs ˆ la 

biog•nese des ribosomes se comportent comme les sŽquences sous les pics communs.  

 

3- Composition des sŽquences en consensus FLI-1 et SPI-1 

 

Dans le but de dŽterminer si les sŽquences sous les pics SPI-1 associŽs ˆ la biogen•se 

des ribosomes prŽsentent une signature de sŽquences communes, nous avons entrepris de 

dŽterminer la composition des 128 sŽquences en consensus FLI-1 et SPI-1 en suivant la m•me 

dŽmarche que celle dŽcrite dans la partie 3C.  

Les pics SPI-1 associŽs ˆ la biog•nese des ribosomes sont enrichis en sŽquences 

contenant au moins un consensus SPI-1 ou FLI-1 

La figure 62A montre que les 128 pics SPI-1 sont tr•s majoritairement composŽs de 

sŽquences contenant au moins un consensus FLI-1 ou SPI-1 (Figure 62A : 111 sŽquences 

avec contre 17 sans consensus). En revanche, les rŽgions contr™les -2kR sont composŽes dÕun 

tr•s petit nombre de sŽquences contenant des consensus FLI-1 ou SPI-1 prŽsentŽs sur la figure 

54 (Figure 62A : 51 sŽquences avec contre 77 sans consensus). DÕautre part, la figure 62B 

montre un enrichissement en consensus FLI-1 (Figure 62B : 118 consensus FLI-1 sous les 

pics SPI-1 contre 27 consensus dans les rŽgions contr™les -2kR) ou en consensus SPI-1 

(Figure 62B : 157 consensus SPI-1 sous les pics SPI-1 contre 45 dans les rŽgions contr™les -

2kR). Ces rŽsultats indiquent donc que les sŽquences sous les pics SPI-1 associŽs ˆ la 
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biogen•se des ribosomes sont enrichis en consensus FLI-1 et en consensus SPI-1 comme les 

sŽquences contenues sous la totalitŽ des pics communs. 
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Figure 62 : Composition des sŽquences spŽcifiques ˆ SPI-1 associŽes ˆ la biogen•se des ribosomes 
en consensus FLI-1 et SPI-1 

Les sŽquences correspondant au 200 pb de part et dÕautre des pics communs ˆ FLI-1 et ˆ SPI-1 associŽs 
aux g•nes de biogen•se des ribosomes (Pic) et les sŽquences des rŽgions -2200 pb/-1800 pb en amont 
de ces pics (-2kR) ont ŽtŽ analysŽes par CisFinder afin de dŽterminer leur composition en consensus 
FLI-1 et SPI-1. 
A :  Nombre de sŽquences contenant (barres violettes) ou pas (barres rouges) au moins un consensus    
SPI-1 ou un consensus FLI-1. 
B : Nombre de consensus FLI-1 (barres bleues) ou de consensus SPI-1 (barres vertes) dans les 
sŽquences sous les pics SPI-1 associŽs ˆ la biogen•se des ribosomes. 
C : Nombre de sŽquences contenant 1 ou plusieurs consensus FLI-1 (barres bleues), SPI-1 (barres 
vertes) ou les 2 types de consensus (barres jaunes). 
D : Nombre de sŽquences contenant 1, 2 et/ou 3 consensus SPI-1 et FLI-1 auquel est soustrait le 
nombre de sŽquences Žquivalentes des contr™lesÐ2kR. 
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Les pics SPI-1 associŽs ˆ la biogen•se des ribosomes sont enrichis en sŽquences 

contenant au moins deux consensus 

Nous avons ensuite dŽterminŽ le nombre de consensus par sŽquences contenues sous les 

128 pics SPI-1 et les rŽgions contr™les -2kR. Les figures 62C et 62D montrent que les pics 

SPI-1 sont majoritairement composŽs de sŽquences contenant au moins deux consensus SPI-1 

ou FLI-1. DÕautre part, les sŽquences contenant au moins deux consensus sont essentiellement 

des sŽquences contenant les deux types de consensus (Figure 62C et D : comparer les barres 

jaunes aux barres bleues et vertes). Ces rŽsultats indiquent donc que les pics SPI-1 associŽs ˆ 

la biogen•se des ribosomes sont enrichis en sŽquences contenant les deux types de consensus. 

 

En dÕautres termes, les pics spŽcifiques de SPI-1 associŽs ˆ la biogen•se des ribosomes 

prŽsentent une signature de sŽquences communes. 

1- Position des pics par rapport au +1 de la transcription et lien 

avec la rŽgulation des g•nes de biogen•se des ribosomes 

 

Localisation ˆ proximitŽ du +1 de transcription 

Nous avons ensuite regardŽ le positionnement des pics par rapport aux g•nes. Nous 

avons comparŽ les 128 pics SPI-1 associŽs ˆ la biogen•se des ribosomes ˆ 128 pics SPI-1 pris 

au hasard. Comme nous pouvons lÕobserver sur la figure 63A, plus des 60 % des pics pris au 

hasard se situent en aval du +1 de transcription des g•nes (Figure 63A : partie rouge du 

secteur supŽrieur). En revanche, m•me si les pics se trouvant dans le corps des g•nes de 

biogen•se des ribosomes sont Žgalement majoritaires, la proportion de pics situŽs en amont du 

+1 de la transcription des g•nes de biogen•se des ribosomes est plus importante que celle des 

g•nes pris au hasard (Figure 63A : comparer partie bleue des secteurs du haut et du bas). Ces 

rŽsultats sugg•rent que le recrutement de SPI-1 et FLI-1 serait retrouvŽ plus frŽquemment 
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dans le promoteur proximal des g•nes de biog•nese des ribosomes que pour un autre type de 

g•ne. Cette localisation au niveau des promoteurs proximaux a dŽjˆ ŽtŽ observŽe par le 

groupe de J. Taipale pour les pics communs aux membres de la famille ETS (Wei et al., 

2010). 

Par la suite, nous nous sommes intŽressŽs ˆ la proximitŽ des pics par rapport au +1 de 

transcription de ces m•mes g•nes. La figure 63B montre une clusterisation des pics associŽs ˆ 

la biog•nese des ribosomes autour du +1 de transcription plus prononcŽe que pour les pics 

pris au hasard (Figure 63B : 50 % de sŽquences ˆ 500 pb de part et dÕautre du +1 de 

transcription pour les g•nes de biogen•se des ribosomes contre 32 % pour les g•nes totaux).  

Ces rŽsultats sugg•rent donc que le recrutement de SPI-1 et FLI-1 ˆ proximitŽ des g•nes de 

biogen•se des ribosomes se fait prŽfŽrentiellement autour du +1 de transcription. 
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Figure 63 : Lien entre recrutement et rŽgulation? 
A : Proportion des 128 pics SPI-1 associŽs ˆ la biogen•se des ribosomes (secteur du bas) ou associŽs 
ˆ des g•nes pris au hasard (secteur du haut) en amont du TSS (partie bleue) ou en aval du TSS 
(partie rouge). 
B : RŽpartition des 128 pics SPI-1 associŽs ˆ la biogen•se des ribosomes (graphique du bas) ou 
associŽs ˆ des g•nes pris au hasard (graphique du haut) par rapport au +1 de transcription. Les 
pourcentages indiquŽs correspondent ˆ la proportion de sŽquences comprises entre -500 et +500 pb 
par rapport au +1 de transcription 
C : Effet de lÕHMBA sur lÕexpression des g•nes de biogen•se des ribosomes situŽs ˆ proximitŽ des 
pics SPI-1. 
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Effet de lÕHMBA sur lÕexpression des g•nes de biogen•se de ribosomes associŽs ˆ un 

pic SPI-1 ? 

Nous avons ensuite testŽ lÕimportance du recrutement de SPI-1 et de FLI-1 sur 

lÕexpression des g•nes de biogen•se des ribosomes. Pour rŽpondre ˆ cette question, nous 

avons testŽ lÕeffet de lÕHMBA sur lÕexpression des g•nes impliquŽs dans la biogen•se des 

ribosomes se trouvant ˆ proximitŽ dÕun pic SPI-1, prŽsents dans les donnŽes de transcriptome 

et dont la p-value de lÕeffet de lÕHMBA est infŽrieure ˆ 5 %. Ainsi, seuls 12 g•nes associŽs ˆ 

un pic SPI-1 montrent une rŽgulation statistiquement significative.  

La figure 63C montre que lÕHMBA a majoritairement un effet rŽpresseur de 

lÕexpression de ces g•nes quand cet effet est significatif exceptŽ pour le g•ne Rps6ka5 qui 

code une kinase dŽcrite pour phosphoryler la protŽine ribosomique RPS6 et dont lÕexpression 

est augmentŽe apr•s traitement par lÕHMBA. 

 

C) Synth•se des rŽsultats obtenus 

 

Pour conclure cette partie, nous avons dŽveloppŽ une approche originale permettant 

lÕidentification de g•nes cibles directs par les facteurs de la famille ETS, FLI-1 et SPI-1 dans 

trois lignŽes ŽrythroleucŽmiques indŽpendantes pour lesquelles des donnŽes de transcriptome 

sont ou pourront •tre disponibles apr•s extinction dÕun de ces deux facteurs. LÕanalyse 

bioinformatique de nos donnŽes nous a permis dÕidentifier des motifs consensus de 

recrutement spŽcifiques de FLI-1 et de SPI-1. DÕautre part, la prŽsence de pics communs ˆ 

FLI-1 et ˆ SPI-1 est la consŽquence de la proximitŽ de deux consensus FLI-1 et SPI-1 qui 

semblent •tre conservŽs au cours de lÕŽvolution. La m•me analyse appliquŽe ˆ la biogen•se 

des ribosomes nous a permis dÕaboutir aux m•mes conclusions. NŽanmoins, la faible 

proportion de g•nes de biogen•se des ribosomes associŽs aux pics communs pourrait suggŽrer 
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un probl•me de dŽtection des pics FLI-1 ou alors la reconnaissance des consensus FLI-1 par 

un autre facteur de la famille ETS.  

Enfin, nous avons montrŽ que les pics SPI-1 sont prŽfŽrentiellement positionnŽs proches 

du +1 de la transcription. De plus, il semblerait que le recrutement de SPI-1 soit plut™t associŽ 

ˆ une activation mais ces donnŽes nŽcessitent des analyses supplŽmentaires pour •tre validŽes. 
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DISCUSSION 

 

I - SpŽcificitŽ des phŽnotypes induits par la rŽpression inductible de fli -1 

 

De mani•re tr•s frappante, la quasi-totalitŽ des intŽgrations provirales du virus de Friend 

conduisant au dŽveloppement dÕŽrythroleucŽmies entraine la surexpression dÕun facteur de 

transcription de la famille ETS, SPI-1 ou FLI-1, reconnaissant un motif consensus minimal 

GGAA. De plus, notre Žquipe a montrŽ que SPI-1 est un activateur transcriptionnel du g•ne 

fli -1. Cette observation sugg•re que la dŽrŽgulation des g•nes activŽs ou rŽprimŽs par ces 

deux facteurs est quasi incontournable pour la transformation de la lignŽe Žrythrocytaire. Afin 

dÕapprŽcier la signification de cette observation, mon objectif Žtait dans premier temps de 

montrer que SPI-1 et FLI-1 contribuent au maintien de la prolifŽration, de la survie et du 

blocage de la diffŽrenciation des cellules ŽrythroleucŽmiques de Friend. Si la contribution de 

SPI-1 ˆ ces trois processus avait dŽjˆ ŽtŽ montrŽe par rŽpression de son expression dans les 

cellules MEL (Atar et al., 2005), les seules Žtudes rŽalisŽes avant le dŽbut de ma th•se 

permettant de documenter le r™le de FLI-1 dans les ŽrythroleucŽmies Žtaient des Žtudes de 

surexpression dans les cellules ŽrythroleucŽmiques ou les Žrythroblastes aviaires (Starck et 

al., 1999 ; Pereira et al., 1999). Ces Žtudes ne permettaient pas dÕŽtablir formellement la 

contribution de la protŽine FLI-1 endog•ne ˆ la prolifŽration, ˆ la survie et au blocage de la 

diffŽrenciation des cellules ŽrythroleucŽmiques de Friend. JÕai donc testŽ la contribution de la 

protŽine FLI-1 endog•ne ˆ ces trois processus par rŽpression inductible par interfŽrence par 

lÕARN de son expression dans deux lignŽes ŽrythroleucŽmiques induites par le virus SFFV 

(lignŽe 745A surexprimant Spi-1 et Fli -1) ou par le virus F-MuLV (lignŽe NN10 

surexprimant uniquement Fli -1).   
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JÕai ainsi pu montrer que la rŽpression de Fli -1 accŽl•re lÕarr•t de la prolifŽration et la 

diffŽrenciation des cellules 745A en rŽponse ˆ lÕHMBA et entraine lÕapparition de cellules 

apoptotiques. JÕai utilisŽ la m•me approche pour montrer que la rŽpression de Fli -1 dans les 

cellules NN10 entraine les m•mes effets que ceux induits dans les cellules 745A.  

JÕai montrŽ que ces effets de la rŽpression de Fli -1 dans les cellules 745A et NN10 sont 

la consŽquence de lÕabsence de FLI-1 et non celle dÕun effet non spŽcifique des shARN 

produits dans ces clones. En effet, la production de shARN de sŽquence alŽatoire nÕa 

strictement aucun effet sur ces lignŽes de cellules ŽrythroleucŽmiques. DÕautre part, jÕai 

vŽrifiŽ que lÕexpression dÕaucun g•ne dŽcrit pour •tre activŽs en rŽponse ˆ la production 

dÕinterfŽron nÕest augmentŽe par la production des shARN Fli -1 ni dans les cellules 745A ni 

dans les cellules NN10. Enfin, la rŽpression de Fli -1 par lÕun ou lÕautre de deux shARN 

ciblant deux rŽgions diffŽrentes de lÕARNm de Fli -1 conduit aux m•mes phŽnotypes. Je 

dŽduis de ces rŽsultats que la probabilitŽ que lÕarr•t de la prolifŽration, lÕapoptose et la reprise 

de la diffŽrenciation des cellules NN10 et 745A ne soient pas la consŽquence de la rŽpression 

de Fli -1 est extr•mement faible. La restauration du phŽnotype par une protŽine FLI-1 exog•ne 

dont lÕADNc est insensible ˆ la dŽgradation par le shARN permettrait dÕasseoir de mani•re 

dŽfinitive cette dŽmonstration. Pour lÕinstant, nous nous heurtons ˆ une difficultŽ technique 

(Cf. annexe 2) dont nous pensons quÕelle est liŽe ˆ une dynamique dÕexpression diffŽrente du 

g•ne fli -1 exog•ne par rapport au g•ne fli -1 endog•ne. Pour rŽsoudre ce probl•me, il faudrait 

produire la protŽine FLI-1 exog•ne dans les m•mes conditions que la protŽine FLI-1 

endog•ne. LÕintŽgration de mutations silencieuses dans le g•ne fli -1 endog•ne des cellules 

ŽrythroleucŽmiques de Friend rendant insensible lÕARNm Fli -1 ˆ la dŽgradation par les 

shARN nous permettrait de rŽpondre ˆ cette question. 

LÕensemble de ces rŽsultats montre donc pour la premi•re fois que la protŽine FLI-1 

endog•ne contribue au maintien de la prolifŽration, de la survie et au blocage de la 
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diffŽrenciation des cellules ŽrythroleucŽmiques de Friend et contribue de mani•re additive 

avec SPI-1 ˆ ces processus. Toutefois, nous pouvons noter que lÕabsence de FLI-1 dans les 

cellules NN10 nÕinduit lÕhŽmoglobinisation que dÕune tr•s faible proportion de cellules 

contrairement aux cellules 745A en prŽsence dÕHMBA et de doxycyline. Cette diffŽrence au 

niveau de la rŽversibilitŽ du blocage de la diffŽrenciation en absence de FLI-1 ou de SPI-1 

pourrait •tre la consŽquence de lÕaccumulation de mutations qui pourraient avoir ŽtŽ 

sŽlectionnŽes lors de la propagation du clone NN10 soit dans son Žtablissement initial du fait 

que, contrairement ˆ SPI-1, FLI-1 ˆ lui seul ne puisse pas conduire ˆ la transformation des 

Žrythroblastes. Or, les donnŽes dŽcrites dans la littŽrature semblent plut™t indiquer le 

contraire. En effet, alors que la surproduction de FLI-1 dans les Žrythroblastes aviaires est 

suffisante pour bloquer leur diffŽrenciation et maintenir leur prolifŽration et leur survie, la 

surproduction de SPI-1 dans ces m•mes Žrythroblastes nŽcessite la coopŽration dÕun EpoR 

fonctionnel pour conduire aux m•mes phŽnotype (Pereira et al., 1999 ; Pereira et al., 2000).  

Alternativement, la diffŽrence de rŽversibilitŽ du blocage de la diffŽrenciation en 

absence de FLI-1 ou de SPI-1 pourrait •tre reliŽe ˆ une diffŽrence dans le mode dÕaction de 

FLI-1 et de SPI-1. Ainsi par exemple, des donnŽes non publiŽes de Boris Guyot montrent que 

la rŽpression simultanŽe de Fli -1 par la doxycycline et des HDAC par la TSA (Trichostatin A) 

induit lÕhŽmoglobinisation de plus de 50 % de ces cellules. De plus, Boris Guyot a Žgalement 

montrŽ une interaction entre FLI-1 et HDAC1. Ces rŽsultats sugg•rent lÕimportance des 

HDAC dans le blocage de la diffŽrenciation des cellules NN10. Ces rŽsultats sugg•rent 

Žgalement que FLI-1 pourrait contribuer au blocage de la diffŽrenciation en laissant une 

empreinte qui ne peut •tre levŽe par la seule absence de FLI-1. La rŽpression de Fli -1 ainsi 

que celle des HDAC dans dÕautres lignŽes F-MuLV surexprimant Fli -1 pourrait •tre 

envisagŽe afin de tester ces diffŽrentes possibilitŽs.  
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Pris ensemble, ces rŽsultats montrent que SPI-1 et FLI-1 ont des contributions similaires 

comme ce qui est observŽe dans lÕŽrythropo••se normale (Back et al., 2004 ; Starck et al., 

2010) mais Žgalement des contributions plus spŽcifiques notamment au niveau du blocage de 

la diffŽrenciation des cellules ŽrythroleucŽmiques de Friend.  

II - Lien entre FLI -1 et la biogen•se des ribosomes 

 

Les analyses transcriptomiques rŽalisŽes ˆ partir des cellules 745A traitŽes ou non par la 

doxycycline et/ou par lÕHMBA nous ont permis de montrer quÕune proportion importante de 

g•nes activŽs de mani•re additive par FLI-1 et SPI-1 Žtait impliquŽe dans diffŽrentes Žtapes 

de la biogen•se des ribosomes et recrutent ces facteurs au niveau de leur sŽquence promotrice. 

Comme nous avons pu le voir dans la derni•re partie de mon introduction bibliographique, la 

biogen•se des ribosomes consiste en lÕassemblage de protŽines ribosomiques avec quatre 

ARNr diffŽrents. Les protŽines ribosomiques sont synthŽtisŽes en exc•s par rapport aux 

ARNr. Les protŽines ribosomiques non intŽgrŽes sont rapidement dŽgradŽes, leur demi-vie 

Žtant de 40 minutes chez les mammif•res (pour revue, Warner et al., 1989). En revanche, la 

synth•se et la maturation des ARNr constituent le facteur limitant de la biogen•se des 

ribosomes. De mani•re frappante, une majoritŽ des g•nes impliquŽs dans la biogen•se des 

ribosomes dont lÕexpression est diminuŽe de mani•re additive en absence de FLI-1 et de SPI-

1 sont justement impliquŽe dans le mŽtabolisme des ARNr. Ainsi, nous pouvons noter la 

rŽgulation directe dÕune sous-unitŽ commune des ARN polymŽrases I et III qui assurent la 

transcription des ARNr 28S, 5,8S, 5S et 18S ce qui pourrait suggŽrer une rŽduction de 

lÕactivitŽ de ces deux ARN polymŽrases. De mani•re plus gŽnŽrale, cette observation 

intŽressante nous a conduit ˆ penser que la dŽplŽtion de FLI-1 et de SPI-1 entraine une 

rŽduction du nombre de ribosomes dans les cellules 745A. 
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LÕensemble des donnŽes que jÕai prŽsentŽes dans ce manuscrit tendent ˆ montrer 

quÕeffectivement la dŽplŽtion de FLI-1 et de SPI-1 entraine une rŽduction du nombre de 

ribosomes. En effet, la dŽplŽtion de FLI-1 et de SPI-1 conduit dÕune part ˆ la rŽduction du 

taux dÕARNr et dÕautre part ˆ la rŽduction du taux de protŽine RPL11 et RPL24 dont la 

grande majoritŽ se trouve dans les ribosomes.  

III - La rŽversion du phŽnotype transformŽ des cellules ŽrythroleucŽmiques de 

Friend induite par la dŽplŽtion de FLI-1 de SPI-1 ne sÕexplique pas par une 

augmentation de p53 provoquŽe par un stress ribosomique 

 

A) p53 ne contribue pas aux effets de la dŽplŽtion de FLI-1 et de SPI-1 

dans les cellules ŽrythroleucŽmiques 

 

De nombreuses Žtudes prŽsentŽes dans la quatri•me partie de mon introduction 

bibliographique mettent en Žvidence que la biogen•se des ribosomes est ciblŽe par des 

oncog•nes mais Žgalement par des suppresseurs de tumeurs suggŽrant une importance 

cruciale de cette biogen•se dans le dŽveloppement de cancer. De plus, une grande proportion 

de cancers est associŽe ˆ une stimulation de la biogen•se des ribosomes (pour revue, Ruggero 

et al., 2003). Il mÕa donc paru tr•s intŽressant de relier fonctionnellement la rŽduction de la 

biogen•se des ribosomes observŽe en absence de FLI-1 et de SPI-1 ˆ lÕarr•t de la prolifŽration 

et ˆ la diffŽrenciation qui lui sont associŽs. Une rŽduction de la biogen•se des ribosomes peut 

induire une voie de stress ribosomique entrainant la stabilisation de p53 via la rŽpression de 

MDM-2 par certaines protŽines ribosomiques. De mani•re intŽressante, le groupe de P.A. 

Marks a montrŽ que le traitement des cellules ŽrythroleucŽmiques DS19 par de faibles doses 

dÕactinomycine D conduit ˆ la reprise de leur diffŽrenciation et ˆ lÕarr•t de leur prolifŽration 

(Terada et al., 1978). A faibles doses, lÕactinomycine D bloque prŽfŽrentiellement lÕARN 
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polymŽrase I. Ce traitement induit la stabilisation de p53 via cette voie de stress ribosomique 

(Choong et al., 2009 ; Dai et al., 2004). De la m•me mani•re, la surproduction dÕune protŽine 

p53 de conformation sauvage induit la diffŽrenciation des cellules ŽrythroleucŽmiques DP16 

au dŽtriment de leur prolifŽration (Johnson et al., 1993). De plus, comme je lÕai mentionnŽ 

dans la derni•re partie de mon introduction bibliographique, lÕemp•chement dÕun stress 

ribosomique semble •tre primordial pour le dŽveloppement de cancer (Macias et al., 2010). 

Ces donnŽes nous ont conduit ˆ proposer que la dŽplŽtion de FLI-1 et de SPI-1 induirait un 

stress ribosomique et la stabilisation consŽcutive de p53 contribuant ˆ lÕarr•t de prolifŽration 

et ˆ la reprise de la diffŽrenciation des cellules 745A et NN10. 

Si cette hypoth•se est vraie, nous devrions pouvoir montrer que (1) lÕinduction dÕun 

stress ribosomique mime les effets de lÕabsence de FLI-1 et de SPI-1 dans les cellules NN10 

et 745A et augmente le taux de protŽine p53, (2) que lÕabsence de FLI-1 et de SPI-1 augmente 

le taux de protŽine p53, (3) que la dŽplŽtion de FLI-1 et de SPI-1 entraine lÕaccumulation de 

protŽines ribosomiques RPL11 libres qui induit la stabilisation de p53 et (4) que p53 

contribue aux phŽnotypes des cellules 745A et NN10 apr•s dŽplŽtion des deux facteurs ETS. 

Suivant cette stratŽgie, jÕai montrŽ quÕeffectivement lÕinduction dÕun stress ribosomique par 

lÕactinomycine D ou le 5-FU mime la dŽplŽtion de FLI-1 et de SPI-1 et que la dŽplŽtion de 

ces deux facteurs comme le traitement par lÕactinomycine D augmente le taux de protŽine p53 

dans les cellules NN10 et 745A. En revanche, jÕai montrŽ que cette augmentation nÕest pas 

dŽpendante de la protŽine RPL11, mŽdiateur essentiel dÕun stress ribosomique (Lohrum et al., 

2003 ; Zhang et al., 2003). De plus, la protŽine p53 ne contribue pas ˆ lÕarr•t de prolifŽration 

et ˆ la reprise de la diffŽrenciation des cellules ŽrythroleucŽmiques induites par la dŽplŽtion de 

FLI-1 et de SPI-1 ou par lÕactinomycine D. Cette absence de contribution de p53 est 

cohŽrente avec le fait que la protŽine p53 est mutŽe dans les cellules ŽrythroleucŽmiques de 

Friend. Ainsi, les cellules 745A produisent une protŽine p53 portant la mutation C269S qui 
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touche le domaine de liaison ˆ lÕADN (Barnache et al., 1998). En revanche, aucune mutation 

de p53 dans les cellules NN10 nÕa ŽtŽ documentŽe ˆ ce jour. Il serait donc intŽressant de 

sŽquencer lÕADNc de la protŽine p53 de ces cellules afin de dŽterminer si effectivement p53 

est mutŽe dans les cellules NN10 et de dŽterminer la nature de cette mutation. 

De mani•re plus surprenante, le traitement des cellules 745A par lÕHMBA seul entraine 

une rŽduction drastique du taux de protŽine p53. Cette rŽduction nÕest pas la consŽquence de 

la dŽplŽtion de SPI-1 puisque la rŽpression de Spi-1 par siARN nÕinduit pas dÕeffet sur le taux 

de protŽine p53 (donnŽes non montrŽes). De plus, le taux de protŽine MDM-2 nÕest pas 

affectŽ par le traitement par lÕHMBA (donnŽes non montrŽes). Le groupe de M.C. Hungt a 

montrŽ que la phosphorylation de MDM-2 par la kinase Akt active ses fonctions ubiquitine 

ligase conduisant ˆ la dŽgradation de p53 (Zhou et al., 2001). De plus, le groupe de B.M. 

Peterlin a montrŽ que lÕHMBA entraine une activation transitoire de la kinase Akt (Contreras 

et al., 2007). Ces donnŽes nous laissent penser que la rŽduction de p53 en rŽponse ˆ lÕHMBA 

pourrait •tre la consŽquence dÕune exacerbation de lÕactivitŽ de MDM-2 liŽe ˆ lÕactivation 

dÕAkt par lÕHMBA. Une mani•re de tester cette hypoth•se serait de traiter simultanŽment les 

cellules 745A par lÕHMBA et par un inhibiteur dÕAkt comme la pŽrifosine ou la MK-2206 

(Carrasco et al., 2010 ; Li et al., 2009). 

DÕautre part, comme je lÕai mentionnŽ, lÕabsence de FLI-1 en prŽsence dÕHMBA 

augmente le taux de protŽine p53 indŽpendamment dÕun stress ribosomique. En effet, 

plusieurs groupes ont montrŽ que la seule rŽpression de Rpl11 est suffisante pour attŽnuer 

lÕaugmentation du taux de protŽine p53 induite par exemple par lÕactinomycine D (Lindstrom 

et al, 2010 ; Barkic et al., 2009). Une question soulevŽe par ce rŽsultat concerne le mŽcanisme 

conduisant ˆ lÕactivation de p53 en absence de FLI-1. Il serait intŽressant dans un premier 

temps de dŽterminer si cette augmentation est la consŽquence dÕune rŽgulation traductionnelle 
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ou post-traductionnelle. Des expŽriences dÕincorporation de mŽthionine marquŽe par le 35S 

pourraient •tre envisagŽes. 

 

 

 

 

B) LÕabsence de FLI -1 et de SPI-1 conduit-elle ˆ un stress ribosomique? 

 

Le stress ribosomique se caractŽrise par lÕaccumulation de protŽines ribosomiques non 

associŽes aux ribosomes. JÕai donc testŽ la possibilitŽ que lÕabsence de FLI-1 et de SPI-1 

entraine un stress ribosomique en dosant le taux de protŽine RPL11 libres. JÕai ainsi pu 

montrer que le traitement par lÕHMBA avec ou sans doxycycline nÕentraine pas 

dÕaugmentation dŽtectable du taux de protŽine RPL11 dans la fraction libre ce qui sugg•re 

que lÕabsence de FLI-1 et de SPI-1 nÕinduit pas un stress ribosomique. 

Toutefois, jÕai pu montrer une contribution de la protŽine RPL11 ˆ la diffŽrenciation des 

cellules 745A induite par la dŽplŽtion de SPI-1 et de FLI-1. Cette contribution semble •tre liŽe 

ˆ la fraction libre de RPL11 puisque le taux de protŽine RPL11 totale nÕest pas rŽduit par les 

siARN. Je nÕai pas pu tester lÕeffet du siARN sur le pool de protŽine RPL11 libre car ce test 

nŽcessite un fractionnement des ribosomes qui requiert un nombre consŽquent de cellules ne 

pouvant •tre atteint apr•s transfection avec des siARN. DÕautre part, jÕai montrŽ que la 

protŽine RPL24, dont le groupe de S. Volarevic a montrŽ que sa rŽpression induit un stress 

ribosomique (Barkic et al., 2009) nÕa pas les m•mes contributions que RPL11 sur la 

diffŽrenciation des cellules 745A.  

Le protocole de fractionnement de ribosomes que jÕai suivi a ŽtŽ utilisŽ par le groupe de 

S. Volarevic qui a dŽtectŽ lÕaccumulation de protŽines ribosomiques RPL11 libres en 
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prŽsence de faibles doses dÕactinomycine D ou de siARN dirigŽ contre lÕARNm de Rpl24 

(Barkic et al., 2009). Contrairement ˆ ce que les auteurs ont observŽ, jÕai pu constater la 

prŽsence dÕun pool de protŽines ribosomiques RPL11 libres dans les cellules non traitŽes. 

DÕautre part, je nÕai pas pu observer dÕaugmentation du pool de protŽines RPL11 dans la 

fration libre des cellules traitŽes par de faibles doses dÕactinomycine D. La divergence entre 

ces rŽsultats et ceux du groupe de S. Volarevic pourrait suggŽrer que le pool de protŽines 

RPL11 libres dŽtectŽ en absence de traitement dans nos conditions rŽsulte dÕune altŽration des 

ribosomes en cours dÕexpŽrience. A ce stade de lÕanalyse, il est donc difficile dÕexclure que 

lÕabsence de FLI-1 et de SPI-1 nÕaffecte pas le pool de RPL11 libre. DÕautres mŽthodes 

comme le gradient de polysome ont ŽtŽ utilisŽes notamment par le groupe de H. Lu pour 

dŽtecter le pool de protŽine RPL11 libre en absence de RPL23 (Dai et al., 2004). 

Contrairement ˆ la mŽthode que jÕai utilisŽe, cette technique ne nŽcessite pas de prŽcipitation 

de la fraction libre avec laquelle jÕai ŽtŽ confrontŽ ˆ des probl•mes solubilisation du culot. 

Des expŽriences similaires pourraient •tre envisagŽes dans nos cellules 745A. DÕautre part, le 

test de lÕinteraction entre RPL11 et MDM-2 pourrait Žgalement •tre apprŽhendŽ par des 

expŽriences de co-immunoprŽcipitation. 

  QuoiquÕil en soit, si la dŽplŽtion de SPI-1 et de FLI-1 induit effectivement un stress 

ribosomique qui conduit ˆ lÕaccumulation de RPL11 libres contribuant ˆ la diffŽrenciation des 

cellules 745A, nous savons dÕores et dŽjˆ que cette diffŽrenciation ne rŽsulte pas dÕune 

augmentation de p53, y compris en prŽsence dÕactinomycine D qui induit Žgalement la 

diffŽrenciation des cellules 745A. NŽanmoins, ce pool de protŽines RPL11 libres pourrait 

conduire ˆ lÕactivation dÕune autre cible de lÕubiquitine ligase MDM-2. Parmi les cibles 

potentielles de cette protŽine, il est intŽressant de citer la protŽine HEXIM-1 (HMBA 

inducible protein 1) (Lau et al., 2009). Cette protŽine a ŽtŽ dŽcrite pour la premi•re fois 

comme induite par lÕHMBA dans les cellules musculaires lisses vasculaires (pour revue, Dey 
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et al., 2007). Le groupe de L. Lania a Žgalement montrŽ que le traitement des cellules MEL 

par lÕHMBA ou le DMSO induit lÕexpression dÕHEXIM-1 (Turano et al., 2006). Cette 

protŽine agit en complexe avec le snARN 7SK pour rŽprimer les fonctions du facteur pTEF§ 

(positive transcription elongation factor §) (Contreras et al., 2007 ; Yik et al., 2003). Ce 

facteur est un complexe composŽ de la cycline T1 et de la kinase CDK9 qui contribue ˆ la 

phosphorylation du domaine C-terminal de lÕARN polymŽrase II favorisant lÕŽlongation de la 

transcription (Wada et al., 1998 ; Yamaguchi et al., 1999). Le traitement des cellules MEL par 

lÕHMBA induit lÕinteraction entre la protŽine HEXIM-1 et la protŽine CDK9 du complexe 

pTEF§ corrŽlŽe avec lÕarr•t de la prolifŽration et la reprise de la diffŽrenciation (He et al., 

2006). De mani•re intŽressante, le traitement des cellules MEL par le DRB (5,6-

dichlorobenzimidazole), un inhibiteur de lÕŽlongation de la transcription par lÕARN 

polymŽrase II et de pTEF§, induit leur diffŽrenciation (Hensold et al., 1996). LÕensemble de 

ces Žtudes est compatible avec la possibilitŽ que la protŽine RPL11 libre pourrait contribuer 

au moins en partie ˆ la diffŽrenciation des cellules 745A induite par la dŽplŽtion de FLI-1 et 

de SPI-1 en activant la protŽine HEXIM-1 par son action rŽpressive sur la protŽine MDM-2.  

Comme jÕai dŽjˆ le pu le mentionner, lÕactinomycine D induit Žgalement la 

diffŽrenciation des cellules 745A et NN10 de mani•re indŽpendante de p53. Il serait donc 

important de rŽprimer Rpl11 en prŽsence dÕactinomycine D afin de tester la dŽpendance du 

phŽnotype induit par cette drogue vis ˆ vis de RPL11. De plus, afin dÕŽtablir un lien entre 

stress ribosomique et HEXIM-1, il serait intŽressant de comparer le niveau de 

phosphorylation du domaine C-terminal de lÕARN polymŽrase II en prŽsence dÕactinomycine 

D avec ou sans RPL11. 

 

C) Les effets induits par la dŽplŽtion de SPI-1 et de FLI-1 sont-ils relayŽs 

par une modification de la traduction ? 
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A ce stade de lÕanalyse, nous ne pouvons pas exclure une contribution autre de la 

rŽduction de la biogen•se des ribosomes ˆ la diffŽrenciation des cellules ŽrythroleucŽmiques 

de Friend. Des travaux du groupe de M. Von Lindern prŽsentŽs lors du 17•me congr•s de 

lÕHemoglobin Switching (du 3 au 6 septembre 2010) montrent que la rŽpression de la protŽine 

RPL11 dans des Žrythroblastes p53-/- rŽduit leur diffŽrenciation induite par lÕEpo. Cette 

rŽpression est associŽe ˆ la rŽduction de lÕexpression de deux g•nes dont la traduction est 

dŽpendante dÕIRES et dont ils ont montrŽ la contribution ˆ la diffŽrenciation par rŽpression 

(Horos et al., Poster n¡32 de la premi•re session). Ces donnŽes laissent penser que les facteurs 

FLI-1 et SPI-1 pourraient favoriser une traduction coiffe-dŽpendante au dŽtriment de la 

traduction IRES-dŽpendante. Des dŽfauts de traduction dŽpendante de la prŽsence dÕIRES ont 

dŽjˆ ŽtŽ observŽs dans les cellules de lymphomes B dŽrivŽes des souris Eµ-Myc surexprimant 

c-Myc (Barna et al., 2008) ou dans un mod•le de progression tumorale ŽtudiŽ par le groupe de 

J.J. Diaz (Belin et al., 2009). Afin de tester cette hypoth•se, il serait intŽressant dans un 

premier temps de tester la qualitŽ de la traduction apr•s dŽplŽtion de SPI-1 et de FLI-1 induite 

par lÕHMBA et par la doxycycline. La stratŽgie consisterait ˆ mesurer lÕactivitŽ dÕun g•ne 

rapporteur placŽ sous le contr™le dÕune IRES ˆ partir de cellules 745A traitŽes ou non par la 

doxycycline et/ou par lÕHMBA.  

 

D) SensibilitŽ exacerbŽe de la lignŽe Žrythrocytaire au dŽr•glement de la 

biogen•se des ribosomes 

 

De fa•on assez frappante, un nombre important de pathologies associŽes ˆ une altŽration 

de la biogen•se des ribosomes affecte le lignage Žrythropo•Žtique. Ainsi, les patients atteints 

dÕanŽmie de Diamond-Blackfan ou du syndrome MDS-5q- associŽs ˆ une haploinsuffisance 
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en protŽines ribosomiques sont anŽmiques. A lÕinverse, nos travaux prŽsentŽs dans cette th•se 

montrent que lÕactivation de g•nes de biogen•se des ribosomes par les facteurs FLI-1 et SPI-1 

est corrŽlŽe au dŽveloppement dÕŽrythroleucŽmies de Friend. La convergence de ces 

observations met en Žvidence une sensibilitŽ particuli•re de la lignŽe Žrythrocytaire ˆ des 

perturbations de la biogen•se des ribosomes. 

Comme jÕai dŽjˆ pu le mentionner dans mon introduction bibliographique, 

lÕŽrythropo••se sÕaccompagne dÕune rŽduction de la biogen•se des ribosomes (Smetana et al., 

1975). A lÕheure actuelle, la contribution de cette diminution ˆ la diffŽrenciation terminale nÕa 

pas ŽtŽ testŽe. Les mod•les animaux de lÕanŽmie de Diamond-Blackfan ou du syndrome 

MDS-5q- sugg•rent la contribution de p53 probablement activŽe par une voie de stress 

ribosomique (Danilova et al., 2008 ; Mc Gowan et al., 2008 ; Barlow et al., 2010) mais qui 

nÕa en tout Žtat de cause jamais ŽtŽ documentŽe chez les patients. En revanche, des 

mŽcanismes indŽpendants de cette voie ont Žgalement ŽtŽ documentŽs notamment au cours du 

51•me congr•s de lÕASH.  

Ces observations nous laissent penser que la rŽduction de la biogen•se des ribosomes 

observŽe au cours de lÕŽrythropo••se pourrait conduire ˆ une voie de stress ribosomique dont 

les effets pourraient •tre relayŽs par p53 mais Žgalement par dÕautres protŽines jusquÕici non 

dŽcrites, telle que HEXIM1. Une des contributions de p53 est dÕactiver la voie mitochondriale 

de lÕapoptose conduisant notamment ˆ lÕactivation de la caspase 3. Comme je lÕai mentionnŽ 

dans mon introduction bibliographique, lÕactivation de la caspase 3 est nŽcessaire ˆ 

lÕŽrythropo••se (Zermati et al., 2009). NŽanmoins, le mŽcanisme dÕactivation par la voie 

mitochondriale de cette caspase nÕest pas connu. Cette voie de stress ribosomique relayŽe par 

p53 pourrait contribuer ˆ lÕactivation de cette caspase au cours de lÕŽrythropo••se. 

LÕemp•chement ou lÕexacerbation de cette voie de stress conduirait ainsi au dŽveloppement 

de pathologies telles que lÕŽrythroleucŽmie de Friend ou lÕanŽmie de Diamond Blackfan 
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respectivement. Afin de tester cette hypoth•se, il serait nŽcessaire dans un premier temps de 

dŽterminer ˆ partir de quel stade de lÕŽrythropo••se p53 est exprimŽ par des analyses par 

cytomŽtrie de flux. DÕautre part, afin dÕŽtablir une contribution de FLI-1 dans lÕexpression de 

p53, la comparaison de lÕexpression de ce g•ne entre les Žrythroblastes fli -1 +/+ et fli -1 -/- 

dŽrivŽs des souris transgŽniques dŽveloppŽs par J. Starck pourrait Žgalement •tre envisagŽe. 

De plus, il serait pertinent de vŽrifier lÕŽrythropo••se des souris exprimant la protŽine MDM-2 

mutante qui attŽnue le stress ribosomique dŽcrites par le groupe de Y. Zhang (Macias et al., 

2010). 

 

IV - G•nes cibles communs ˆ FLI-1 et ˆ SPI-1 

 

Nous avons identifiŽ des g•nes cibles communs ˆ FLI-1 et ˆ SPI-1 impliquŽs dans 

diffŽrentes Žtapes de la biogen•se des ribosomes. Cette identification a soulevŽ diffŽrentes 

questions, notamment de savoir sÕil existe dÕautres g•nes cibles directs communs ˆ FLI-1 et ˆ 

SPI-1 et quelle est leur particularitŽ de recrutement sur des sŽquences spŽcifiques et 

communes. 

Nous avons apprŽhendŽ ces diffŽrentes questions par une approche globale de ChIP-Seq 

FLI-1 et SPI-1 dans trois lignŽes ŽrythroleucŽmiques indŽpendantes surexprimant Spi-1 et/ou 

Fli -1 en collaboration avec C. Guillouf (Equipe de F. Moreau-Gachelin, Institut Curie, Paris) 

et le CNS. LÕune des originalitŽs de ce projet rŽside dans la possibilitŽ dÕobtenir des donnŽes 

de transcriptome dans ces lignŽes avant et apr•s extinction du facteur afin de pouvoir 

identifier des g•nes pertinents dans le maintien du phŽnotype ŽrythroleucŽmique.    

Nous avons donc analysŽ les sŽquences obtenues ˆ lÕaide du logiciel MACS (Zhang et 

al., 2008). Ce logiciel dŽtecte les pics en comparant le fichier dÕintŽr•t ˆ un fichier contr™le 

qui peut •tre soit la chromatine obtenue ˆ partir des cellules sans le facteur et 
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immunoprŽcipitŽe avec lÕanticorps anti-FLI-1 ou anti-SPI-1 soit la chromatine non 

immunoprŽcipitŽe. Le programme calcule ensuite un sommet de pic correspondant au site de 

recrutement du facteur. Une analyse comparative de 12 programmes de dŽtection de pics ˆ 

partir de sŽquences issues de ChIP-Seq pour trois facteurs de transcription (GABP! , NRSF et 

FoxA1) a montrŽ que le programme MACS permet la dŽtection dÕun nombre de pics 

importants avec une probabilitŽ de faux positifs faible (Wilbanks et al., 2010). LÕutilisation de 

ce programme nous a permis de dŽtecter un nombre de pics consŽquents dont une partie 

correspond ˆ des pics tr•s Žtroits qui ne correspondent pas ˆ la taille des fragments de 

sonication de la chromatine sŽquencŽe. Ces pics correspondent ˆ des empilements de 

sŽquences sur une m•me position dans le gŽnome. De plus, ils sont composŽs de sŽquences 

rŽpŽtŽes autonomes (rŽpŽtition GAGAGAGA ; donnŽes non montrŽes) contenant un nombre 

de mŽsappariements important par rapport au gŽnome de rŽfŽrence. Ces pics sont interprŽtŽs 

comme le rŽsultat de polymorphisme de sŽquences rŽpŽtŽes entre le gŽnome des cellules 

ŽrythroleucŽmiques et le gŽnome de rŽfŽrence utilisŽ qui se retrouve cartographiŽs par erreur 

sur les sŽquences rŽpŽtŽes correspondantes du gŽnome de rŽfŽrence.  Nous avons donc dŽcidŽ 

dÕŽliminer les sŽquences comprenant au moins un mŽsappariement et de faire nos analyses ˆ 

partir des pics de plus de 250 pb qui correspondent ˆ la taille minimale de chromatine 

sŽquencŽe. Nous avons donc obtenu 1200 pics FLI-1 et pr•s de 25000 pics SPI-1 ˆ partir de la 

chromatine des cellules 745A. Ce nombre important de pics SPI-1 a Žgalement ŽtŽ observŽ 

par le groupe de M.A. Lazar qui a rŽalisŽ des analyses de ChIP-Seq ˆ partir de macrophages 

qui expriment aussi Spi-1 (Lefterova et al., 2010). 

Une des questions soulevŽes par le recrutement de SPI-1 et de FLI-1 sur des sŽquences 

communes est de savoir si ce recrutement commun est la consŽquence de la reconnaissance 

dÕun m•me motif consensus ou de la reconnaissance de consensus spŽcifiques proches lÕun de 

lÕautre. Afin de rŽpondre ˆ cette question, nous avons croisŽ les listes de pics SPI-1 et FLI-1 
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en imposant une courte distance de 200 pb entre les deux pics pour les considŽrer comme 

communs. A cette distance, la moitiŽ des pics FLI-1 sont communs aux pics SPI-1. La 

recherche de motifs consensus surreprŽsentŽs dans les sŽquences contenues sous les pics SPI-

1 et FLI-1 spŽcifiques par les programmes CisFinder et MEME nous a permis dÕidentifier des 

consensus spŽcifiques clairement distincts pour FLI-1 et pour SPI-1 et tr•s similaires ˆ ceux 

obtenus in vitro par les groupes de F. Moreau-Gachelin, J. Taipale et de C.B. Thompson 

(Ray-Galler et al., 1995, Wei et al., 2010, Mao et al., 1994). Toutefois, nous pouvons observer 

une diffŽrence notable entre les consensus obtenus in vitro et in vivo pour FLI-1. En effet, le 

consensus FLI-1 obtenu in vitro est tr•s majoritairement composŽ dÕun C en position -1 par 

rapport au premier G du cÏur GGAA. En revanche, le consensus FLI-1 que nous avons 

identifiŽ montre une dŽplŽtion en C ˆ cette position. Cette dŽplŽtion pourrait •tre la 

consŽquence de la dŽplŽtion en doublets CG du gŽnome. NŽanmoins, nous ne pouvons pas 

exclure la possibilitŽ que le recrutement de FLI-1 sur son consensus soit sensible ˆ la 

mŽthylation de celui-ci. La sensibilitŽ ˆ la mŽthylation du recrutement de facteurs de 

transcription sur leur motif consensus a Žgalement ŽtŽ observŽ par le groupe de R.S.Y. Foo 

pour 17 facteurs de transcription (Choy et al., 2010). Des donnŽes non montrŽes du groupe de 

C. Bonifer sugg•rent que FLI-1 est incapable dÕ•tre recrutŽe sur lÕenhancer -3,9 kb du 

lyzozyme quand celui-ci est mŽthylŽ ce qui en faveur dÕune sensibilitŽ de FLI-1 ˆ la 

mŽthylation de son consensus (Lefevre et al., 2003). Il faudrait dans un premier temps 

dŽterminer si la dŽplŽtion en sŽquences contenant un consensus FLI-1 avec un C est 

proportionnelle ˆ la dŽplŽtion des doublets CG dans le gŽnome. Si ce nÕest pas le cas, cela 

supposerait une sensibilitŽ ˆ la mŽthylation du recrutement de FLI-1. Pour tester cette 

hypoth•se, des expŽriences de retard de migration sur gel dÕŽlectrophor•se pourraient •tre 

entreprises en utilisant des oligonuclŽotides contenant un motif mŽthylŽ ou non.   
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Le motif consensus identifiŽ ˆ partir des pics communs correspond ˆ un motif hybride 

ressemblant ˆ un mŽlange des consensus FLI-1 et SPI-1. Cette observation peut suggŽrer le 

recrutement de SPI-1 et de FLI-1 sur un m•me motif hybride ou alors sur leur consensus 

spŽcifique. LÕanalyse de la composition des sŽquences prŽsentes sous les pics spŽcifiques de 

FLI-1, de SPI-1 ou communs aux deux facteurs nous a permis de montrer que ces deux 

facteurs Žtaient recrutŽs sur leur consensus respectif pour les pics spŽcifiques mais Žgalement 

pour les pics communs. DÕautre part, nos donnŽes indiquent une pression de sŽlection pour les 

sŽquences composŽes de consensus FLI-1 et SPI-1 se trouvant ˆ proximitŽ lÕun de lÕautre. Ces 

rŽsultats indiquent donc que lÕexistence de g•nes cibles communs ˆ FLI-1 et ˆ SPI-1 semble 

•tre plut™t la consŽquence de la proximitŽ de deux consensus suggŽrant que les facteurs FLI-1 

et SPI-1 sont recrutŽs de mani•re indŽpendante sur la chromatine. La formation 

dÕhŽtŽrodim•res entre des facteurs de la famille ETS a dŽjˆ ŽtŽ observŽe in vitro entre les 

facteurs ERG et FLI-1 ainsi quÕentre ERG et SPI-1 (Carrere et al., 1998). Il est envisageable 

que FLI-1 et SPI-1 puissent agir en hŽtŽrodim•res pour rŽguler leurs g•nes cibles communs. 

Dans un premier temps, il serait intŽressant de tester lÕinteraction protŽique entre ces deux 

facteurs par des expŽriences de co-immunoprŽcipitation. 

Nous avons ensuite focalisŽ notre Žtude sur les g•nes de biogen•se des ribosomes 

dŽcrits par le groupe de J.J. Diaz (CoutŽ et al., 2006). De fa•on surprenante, nous nÕavons 

observŽ quÕune faible proportion de pics communs associŽs ˆ la biogen•se des ribosomes 

alors que le nombre de pics spŽcifiques ˆ SPI-1 associŽs ˆ ces g•nes est beaucoup plus 

important, ce qui pourrait suggŽrer que les g•nes de biogen•se des ribosomes recrutent 

prŽfŽrentiellement SPI-1. NŽanmoins, lÕanalyse des sŽquences sous ces pics SPI-1 par 

CisFinder nous a permis dÕidentifier le m•me motif hybride que le motif surreprŽsentŽ dans 

les sŽquences sous les pics communs. DÕautre part, nous avons pu montrer que la majoritŽ de 

ces sŽquences sont composŽes de deux consensus FLI-1 et SPI-1, soit comme les sŽquences 
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prŽsentes sous lÕintŽgralitŽ des pics communs. Une des possibilitŽs pouvant expliquer que ces 

sŽquences ne sont pas dŽtectŽes sous les pics communs pourrait •tre quÕun autre facteur de la 

famille ETS pourrait reconna”tre le motif consensus FLI-1. En effet, le groupe de J. Taipale a 

montrŽ que dÕautres facteurs reconnaissaient le m•me motif consensus in vitro que FLI-1.  

Une autre raison pourrait •tre liŽe ˆ la faible efficacitŽ dÕimmunoprŽcitation de lÕanticorps 

anti-FLI-1 qui aurait pour consŽquence lÕabsence de dŽtection de pics FLI-1 par MACS. Cet 

explication est renforcŽe par le fait que le recutement de FLI-1 et de SPI-1 sur certaines 

sŽquences promotrices de g•nes de biogen•se des ribosomes que nous avons identifiŽe par 

ChIP suivie dÕune qPCR nÕa pas ŽtŽ identifiŽ dans nos analyses (Rpl18, Rpo1-3). Cette 

observation sugg•re que nous sous-estimons tr•s certainement le nombre de pics FLI-1 dans 

nos analyses. Ces rŽsultats favorisent plut™t lÕinterprŽtation que ces pics associŽs ˆ la 

biogen•se des ribosomes sont des pics communs et donc que les g•nes de biogen•se des 

ribosomes recrutent FLI-1 et SPI-1. Le groupe dÕE. Barillot a dŽveloppŽ un nouvel algorithme 

appelŽ MICSA (Motif Identification for ChIP-Seq Analyses). Ce programme permet 

dÕintŽgrer la prŽsence de consensus pour restaurer la dŽtection de pics de faible 

enrichissement. Il permet la dŽtection des pics du facteur de transcription dÕintŽr•t sur la base 

de la prŽsence de son motif consensus de recrutement. La comparaison de ce programme avec 

une dizaine dÕautres programmes de dŽtection de pics ChIP-Seq a permis aux auteurs de 

montrer que MICSA dŽtecte entre 15 et 20 % de pics supplŽmentaires par rapport ˆ ces autres 

programmes (Boeva et al., 2010). BasŽ sur cet article, afin dÕoptimiser la dŽtection de pics 

FLI-1, nous pourrions procŽder de la m•me mani•re ˆ partir de nos donnŽes. DÕautre part, 

certaines des rŽgions sous les pics SPI-1 associŽs ˆ la biogen•se des ribosomes pourraient •tre 

validŽes par de nouvelles expŽriences de ChIP ˆ partir des cellules 745A #44  avec les 

anticorps anti-FLI-1 et anti-SPI-1. Si cette hypoth•se est confirmŽe par nos analyses, ce 

manque de sensibilitŽ dans la dŽtection des pics FLI-1 pourrait expliquer le faible 
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enrichissmement en consensus FLI-1 et la localisation de ces consensus ˆ proximitŽ des pics 

SPI-1. 

De fa•on intŽressante, des expŽriences de ChIP-Seq menŽes par le groupe de B. 

Gšttgens ˆ partir de la lignŽe de cellules souches hŽmatopo•Žtiques HPC-7 ont Žgalement 

montrŽ quÕune grande proportion de g•nes impliquŽs dans la biogen•se des ribosomes que 

nous avons identifiŽ recrute Žgalement les facteurs SPI-1, FLI-1 et ERG, un autre membre de 

la famille ETS (Watson et al., 2010). DÕautre part, le groupe de B.J. Graves a Žgalement 

montrŽ dans les cellules Jurkat le recrutement des facteurs de la famille ETS ETS-1, GABP!  

et ELK-1 sur le promoteur de g•nes de biogen•se des ribosomes (Hollenhorst et al., 2007). 

Ces donnŽes sugg•rent que la rŽgulation de la biogen•se des ribosomes par des membres de la 

famille ETS est une fonction gŽnŽrique de cette famille. Les membres de cette famille sont 

issus dÕun anc•tre commun. La rŽgulation de la biogen•se des ribosomes par plusieurs 

facteurs ETS pourrait rŽsulter des fonctions de cet anc•tre commun qui contenait le domaine 

de liaison ˆ lÕADN commun aux membres des facteurs ETS. La proximitŽ des consensus FLI-

1 et SPI-1 que nous avons mis en Žvidence et qui est conservŽe au cours de lÕŽvolution 

pourrait •tre la consŽquence de la nŽcessitŽ de cet anc•tre ˆ agir en homodim•res ou en 

hŽtŽrodim•res pour rŽguler ses g•nes cibles comme le fait par exemple le facteur TEL, un 

membre de la famille ETS (Green et al., 2010). 

De fa•on intŽressante, les pics SPI-1 sont retrouvŽs prŽfŽrentiellement proches du +1 de 

transcription. DÕautre part, m•me si une majoritŽ de pics se trouve dans le corps du g•ne, cette 

majoritŽ nÕest pas aussi franche que pour des g•nes pris au hasard et retrouvŽs ˆ proximitŽ de 

pics SPI-1. Ces rŽsultats sugg•rent que SPI-1 et FLI-1 pourraient •tre recrutŽes sur le 

promoteur proximal de ces g•nes de biogen•se des ribosomes de fa•on plus frŽquente que 

pour dÕautres g•nes. Cette suggestion est renforcŽe par les rŽsultats du groupe de J. Taipale 
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qui a montrŽ que les pics communs aux facteurs de la famille ETS sont retrouvŽs 

prŽfŽrentiellement dans les promoteurs (Wei et al., 2010).   

Enfin, nous avons testŽ lÕeffet de lÕHMBA sur lÕexpression des g•nes de biogen•se de 

ribosomes se trouvant ˆ proximitŽ des pics SPI-1 dÕapr•s nos analyses de transcriptome des 

cellules 745A #44 dŽjˆ disponibles dans lÕŽquipe. Nous avons filtrŽ nos donnŽes sur la base 

dÕune p-value infŽrieure ˆ 5 %. Seuls 12 g•nes de biogen•se des ribosomes rŽgulŽs de 

mani•re significative par lÕHMBA sont retrouvŽs ˆ proximitŽ de pics SPI-1. De mani•re 

frappante, plus de 90 % de ces g•nes sont rŽprimŽs par lÕHMBA ce qui est cohŽrent avec les 

rŽsultats dŽjˆ obtenus dans le papier MCB (Annexe 1). Contrairement aux 11 autres g•nes, le 

g•ne Rps6ka5 est surexprimŽ en prŽsence dÕHMBA. DÕautres g•nes non associŽs ˆ un pic 

SPI-1 ˆ proximitŽ sont Žgalement activŽs par lÕHMBA comme par exemple MPP6 (donnŽes 

non montrŽes). La rŽgulation de ces g•nes soul•ve la question de dŽterminer si la rŽgulation 

de ce type de g•ne implique des particularitŽs par rapport ˆ ceux rŽprimŽs par les facteurs 

ETS.  Des particularitŽs de sŽquences ont ŽtŽ mises en Žvidence pour les promoteurs de g•nes 

codant les protŽines ribosomiques pour lesquels la surreprŽsentation en consensus pour le 

facteur ETS GABP!  peut •tre associŽe ou non ˆ la prŽsence dÕune bo”te TATA (Perry, 2005) 

ou encore pour les promoteurs de g•nes de snoARN (Preti et al., 2010). LÕanalyse des rŽgions 

rŽgulatrices de ces g•nes se rŽv•le •tre intŽressante pour rŽpondre ˆ cette question. 

Ces rŽsultats soulignent Žgalement quÕune grande proportion de g•nes de biogen•se des 

ribosomes associŽs ˆ un pic SPI-1 ne prŽsentent pas une rŽgulation par lÕHMBA 

statistiquement significative. Cette absence de significativitŽ pourrait •tre la consŽquence de 

lÕabsence de rŽgulation ou alors dÕun manque de fiabilitŽ des donnŽes de transcriptome dont 

nous disposons. Des analyses de RNA-Seq pourraient •tre envisagŽes ˆ partir dÕADNc des 

cellules ŽrythroleucŽmiques en absence ou en prŽsence des facteurs SPI-1 et FLI-1. Ces 

analyses consistent ˆ sŽquencer massivement les ADNc des cellules dans chaque condition. 
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Ces analyses prŽsentent le double avantage dÕ•tre pan-gŽnomique contrairement ˆ nos 

donnŽes de transcriptome qui ne couvrent que 2/3 du gŽnome.    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



! .S. !

CONCLUSIONS 
 

En conclusion, par rapport aux questions que je mÕŽtais posŽes au dŽpart, jÕai pu 

montrer (1) que la protŽine FLI-1 endog•ne contribue ˆ la fois au maintien de la prolifŽration, 

de la survie et du blocage de la diffŽrenciation des cellules ŽrythroleucŽmiques NN10 

surexprimant Fli -1, (2) que les facteurs SPI-1 et FLI-1 contribuent de mani•re additive au 

phŽnotype des cellules ŽrythroleucŽmiques 745A surexprimant Fli -1 et Spi-1, (3) que ces 

contributions additives sont associŽes ˆ la dŽrŽgulation de g•nes cibles directs communs ˆ ces 

deux facteurs dont une grande proportion est impliquŽe dans diffŽrentes Žtapes de la 

biogen•se des ribosomes, (4) que le recrutement de SPI-1 et de FLI-1 sur des sŽquences 

communes y compris celles ˆ proximitŽ des g•nes de biogen•se de ribosomes est la 

consŽquence de la proximitŽ conservŽe au cours de lÕŽvolution des consensus FLI-1 et SPI-1 

spŽcifiques, (5) que la dŽplŽtion de FLI-1 et de SPI-1 conduit ˆ une rŽduction de la biogen•se 

des ribosomes et (6) que la dŽplŽtion de FLI-1 et de SPI-1 nÕinduit pas une voie de stress 

ribosomique classique conduisant ˆ la stabilisation consŽcutive de p53. 

En revanche, jÕai pu mettre en Žvidence la contribution de la protŽine ribosomique 

RPL11, mŽdiateur dÕun stress ribosomique, dans la diffŽrenciation des cellules 745A. Ce 

dernier rŽsultat ouvre de nouvelles perspectives quant ˆ la possibilitŽ dÕune voie de stress 

ribosomique alternative ˆ p53 qui pourrait contribuer aux effets de lÕabsence de FLI-1 et de 

SPI-1 dans la transformation du lignage Žrythrocytaire.  

Enfin, les donnŽes dont nous disposons nous permettront dÕidentifier dÕautres g•nes 

cibles directs communs ˆ FLI-1 et ˆ SPI-1. 
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MATƒRIEL ET MƒTHODES  

 

I - Vecteur dÕexpression de shARN de sŽquence alŽatoire 

 

 Le vecteur pGJ10 permettant lÕexpression inductible par la doxycycline des shARN 

poss•de un promoteur H1 modifiŽ contenant la sŽquence opŽrateur TetO2 qui peut •tre 

rŽprimŽ par la fixation de la protŽine bactŽrienne TETR. Le fonctionnement de ce promoteur 

est dŽcrit sur la figure 16. Ce vecteur a ŽtŽ amplifiŽ ˆ partir du vecteur pTER (Van de 

Wetering et al., 2003). Il contient deux sites uniques de coupure dÕendonuclŽases de 

restriction BglII et NotI permettant lÕintroduction dÕoligonuclŽotides codant des shARN ainsi 

quÕun g•ne de rŽsistance au G418. 

Pour construire le vecteur pGJ10/shSCR, deux oligonuclŽotides spŽcifiques ont ŽtŽ 

dŽnaturŽs pendant 10 minutes ˆ 100 ¡C puis appariŽs 30 minutes ˆ tempŽrature ambiante. Ils 

ont ensuite ŽtŽ ligaturŽs dans le vecteur pGJ10 prŽalablement digŽrŽ par les endonuclŽases 

BglII et NotI. Les sŽquences des oligonuclŽotides utilisŽes sont les suivantes : 5Õ- 

GATCCCACAAGATGAAGAGCACCAATTCAAGAGATTGGTGCTCTTCATCTTGTTT 

TTTGGAAA -3Õ et 5Õ- GGCCTTTCCAAAAAACAAGATGAAGAGC  

ACCAATCTCTTGAATTGGTGCTCTTCATCTTGTGG-3Õ.  
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I I - Culture cellulaire 

 

A) Les clones dŽrivŽs de la lignŽe ŽrythroleucŽmique NN10 

 

1- Description des clones et de leur condition de culture 

 

La lignŽe ŽrythroleucŽmique NN10 est une lignŽe obtenue ˆ partir de souris infectŽes 

par le virus F-MuLV du complexe de Friend (Choppin et al., 1985 ; Starck et al., 1999). Elle a 

ŽtŽ cultivŽe dans du milieu IMDM (PAA) contenant 10 % de SVF (PAA) et 10000 IU / L de 

pŽnicilline-streptomycine (PAA). 

La lignŽe NN10/TR est une lignŽe NN10 produisant de mani•re stable la protŽine 

bactŽrienne TETR. Elle a ŽtŽ obtenue par Ga‘tan Juban apr•s transfection de la lignŽe NN10 

par le vecteur pcDNA6/TR-EF1!  qui apporte le g•ne de rŽsistance ˆ la blasticidine. 

Les lignŽes NN10 #5, shfli-2 #10 et shfli-2 #23 sont trois lignŽes NN10 prŽsentant une 

expression inductible par la doxycycline de 2 shARN diffŽrents dirigŽs contre lÕARNm du 

g•ne fli -1. Elles ont ŽtŽ obtenues par Ga‘tan Juban apr•s transfection de la lignŽe NN10/TR 

par les vecteurs pGJ10/shfli-1 (NN10 #5) et pGJ10/shfli-2 (shfli-2 #10 et #23) qui apportent 

le g•ne de rŽsistance au G418 (Juban et al., 2009). 

Les lignŽes NN10 #3B10, NN10 #3E9 et NN10 #1C6 sont trois lignŽes NN10 

prŽsentant une expression inductible par la doxycycline dÕun shARN de sŽquence alŽatoire. 

Elles ont ŽtŽ obtenues apr•s transfection de la lignŽe NN10/TR par le vecteur pGJ10/shSCR. 

La lignŽe bcl-2 #22 est une lignŽe NN10 prŽsentant une expression inductible par la 

doxycycline de shARN dirigŽs contre lÕARNm du g•ne fli -1 et une expression constitutive du 

g•ne codant la protŽine anti-apoptotique BCL-2. Elle a ŽtŽ obtenue apr•s transfection de la 

lignŽe NN10 #5 par le vecteur dÕexpression du g•ne bcl-2 humain placŽ sous le contr™le du 
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promoteur du cytomŽgalovirus (donnŽ par M. Moulin de lÕŽquipe dÕA.P. Arrigo au CGMC, 

Villeurbanne) et le plasmide pcDNA4/TO (Invitrogen) portant le g•ne de rŽsistance ˆ la 

zŽocyne dans un rapport 3/1 en faveur du vecteur dÕexpression de bcl-2. 

Toutes les lignŽes transgŽniques dŽrivŽes ˆ partir de la lignŽe NN10 ont ŽtŽ cultivŽes en 

prŽsence du ou des antibiotiques qui ont permis leur sŽlection, ˆ savoir 30 µg/mL de 

blasticidine (Cayla) et/ou 1 mg/mL de G418 (PAA) et/ou 400 µg/mL zŽocyne (Cayla). 

LÕexpression des shARN a ŽtŽ induite gr‰ce ˆ un traitement de 2 jours par 100 ng/mL de 

doxycycline. 

 

2- Mesure de la mortalitŽ cellulaire 

 

Le taux de cellules mortes a ŽtŽ dŽterminŽ par comptage apr•s dilution au demi de la 

suspension cellulaire dans une solution de bleu trypan (Sigma Aldrich). 

Le taux de cellules apoptotiques a ŽtŽ dŽterminŽ par cytomŽtrie de flux (FACSCalibur, 

Becton Dockinson) apr•s un marquage rŽalisŽ gr‰ce au kit Annexin V Ð FITC Kit selon les 

recommandations du fournisseur (AbCys). 

 

3- Mesure de la diffŽrenciation Žrythro•de 

 

Le taux de cellules produisant de lÕhŽmoglobine a ŽtŽ dŽterminŽ apr•s coloration en 

prŽsence de benzidine acide (1 volume de culture cellulaire mŽlangŽ ˆ 1/10 de volume de 

Benzidine 1 % / Acide AcŽtique 0,5 M / 5 % H2O2). 
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4- Transfection des cellules NN10  

 

La transfection des cellules NN10 avec les diffŽrents plasmides sÕest faite soit avec du 

Fugene 6 (Roche, 3 µL de FuGENE 6 pour 1 µg ADN) soit par nucleofection en utilisant le 

kit Nucleofection kit solution V (Lonza) et le programme G16 du nucleofector AMAXA 

selon les recommandations du fournisseur (5.106 cellules transfectŽes avec 5 µg ADN). 

La transfection des cellules NN10 #5 avec les siARN a ŽtŽ rŽalisŽe par nucleofection en 

utilisant le kit Nucleofection kit Solution V (Lonza) et le programme G16 du nucleofector 

AMAXA selon les recommandations du fournisseur. 2.105 cellules sont transfectŽes avec 120 

pmoles de siARN et ensemencŽes dans 1 mL dÕIMDM contenant 10 % de SVF sans 

pŽnicilline-streptomycine. 

 

                 B) Les clones dŽrivŽs de la lignŽe 745A 

 

1- Description des clones et des conditons de culture 

 

La lignŽe ŽrythroleucŽmique 745A, communŽment appelŽe MEL, est une lignŽe 

obtenue ˆ partir de souris infectŽes par le virus SFFV du complexe de Friend (Starck et al., 

1999). Elle a ŽtŽ cultivŽe dans du milieu IMDM (PAA) contenant 10 % SVF (PAA) et 10000 

IU / L de pŽnicilline-streptomycine (PAA). 

La lignŽe 745A/TR est une lignŽe 745A produisant de mani•re stable la protŽine 

bactŽrienne TETR. Elle a ŽtŽ obtenue par Ga‘tan Juban apr•s transfection de la lignŽe 745A 

par le vecteur pcDNA6/TR-EF1! . 

Les lignŽes 745A #44, shfli-2 #1 sont deux lignŽes 745A prŽsentant une expression 

inductible par la doxycycline de 2 shARN diffŽrents dirigŽs contre lÕARNm du g•ne fli -1. 
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Elles ont ŽtŽ obtenues par Ga‘tan Juban apr•s transfection de la lignŽe 745A/TR par les 

vecteurs pGJ10/shfli-1 (745A #44) et pGJ10/shfli-2 (shfli-2 #1) (Juban et al., 2009). 

Les lignŽes 745A #1A1, 745A #1D10 et 745A #1F8 sont trois lignŽes 745A prŽsentant 

une expression inductible par la doxycycline dÕun shARN de sŽquence alŽatoire. Elles ont ŽtŽ 

obtenues apr•s transfection de la lignŽe 745A/TR par le vecteur pGJ10/shSCR. 

La description du clone znfli-1 #11 ainsi que ses conditions de culture  ont ŽtŽ dŽcrites 

par notre Žquipe (Starck et al., 1999).  

Toutes les lignŽes transgŽniques dŽrivŽes ˆ partir de la lignŽe 745A ont ŽtŽ cultivŽes en 

prŽsence du ou des antibiotiques qui ont permis leur sŽlection, ˆ savoir 20 µg/mL de 

blasticidine (Cayla) et/ou 1 mg/mL de G418 (PAA). LÕexpression des shARN a ŽtŽ induite 

gr‰ce ˆ un traitement de 2 jours par 100 ng/mL de doxycycline. 

 

2- Induction de la diffŽrenciation Žrythro•de 

 

La diffŽrenciation Žrythro•de des lignŽes transgŽniques issues de la lignŽe 745A a ŽtŽ 

induite gr‰ce ˆ un traitement des cellules par 5 mM dÕHMBA. Lors de toutes les expŽriences, 

les cellules ont ŽtŽ cultivŽes pendant deux jours en prŽsence ou en absence de 100 ng/mL de 

doxycycline avant le traitement par lÕHMBA et la doxycycline a ŽtŽ maintenue pendant toute 

la durŽe du traitement. 

 

3- Mesure de la clonogŽnicitŽ 

 

Les cellules ont ŽtŽ cultivŽes pendant deux jours en absence ou en prŽsence de 

doxycycline puis 4 lots de 50 cellules ont ŽtŽ ensemencŽes dans 1 mL de milieu IMDM 
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contenant 10 % de SVF et 0,8 % de methylcellulose (Fluka) dans une plaque 24 puits. Les 

colonies ont ŽtŽ comptŽes apr•s cinq jours de culture. 

4- Analyse du cycle cellulaire 

 

1.106 cellules ont ŽtŽ lavŽes par du PBS 1X puis fixŽes et permŽabilisŽes pendant au 

moins 30 minutes dans du PBS 1X / Ethanol 70 %. Apr•s un nouveau lavage au PBS 1X, les 

ARN ont ŽtŽ digŽrŽs par 50 µg / mL de RNAse A (Sigma) pendant 30 minutes ˆ tempŽrature 

ambiante, puis les cellules ont ŽtŽ marquŽes  par 50 µg / mL dÕiodure de propidium (Sigma). 

La rŽpartition des cellules dans les diffŽrentes Žtapes du cycle cellulaire a ensuite ŽtŽ 

dŽterminŽe par cytomŽtrie de flux (FACSCalibur, Becton Dickinson). 

 

5- Transfection des cellules 745A 

 

La lignŽe 745A a ŽtŽ transfectŽe soit ˆ lÕaide du DAC30 (Eurogentec, 5 µg de DAC30 

pour 1 µg dÕADN) soit ˆ lÕaide du nucleofector AMAXA avec le Nucleofection kit Solution 

V et le programme G16 selon les recommandations du fournisseur (Lonza, 5.106 cellules 

transfectŽes avec 5 µg dÕADN). 

La transfection des cellules 745A #44 avec des siARN sÕest faite ˆ lÕaide de 

lÕoligofectamine (Invitrogen). 2.105 cellules sont ensemencŽes dans une plaque 24 puits dans 

800 µL dÕIMDM contenant 10 % de SVF sans antibiotique et incubŽes ˆ 37 ¡C. 80 pmoles de 

siARN sont mis en prŽsence de 185 µL dÕIMDM sans SVF et sans antibiotique pendant 5 

minutes ˆ tempŽrature ambiante. 4 µL oligofectamine sont ensuite ajoutŽs. Le mŽlange est 

incubŽ pendant 20 minutes ˆ tempŽrature ambiante puis ajoutŽ aux cellules. Les sŽquences 

sens des siARN utilisŽs sont les suivantes : siARN p53 (Dharmacon) ; 

GAAAGGGCAGUCGGAAGAAAUTT (siARN Rpl24) ; 
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CGUACGCGGAAUACUUCGATT (siARN Luc) ; CGUCCAAUGCAUGACUAUUU 

(siARN Spi-1) ; AAGGUGCGGGAGUAUGAGUUGTT (siARN Rpl11). 

 

 

III - Western blot 

 

Les cellules ont ŽtŽ lysŽes directement dans du bleu de La‘mmli 1X [1 % SDS ; 0,04 M 

Tris-HCl pH 6,8 ; 6 % GlycŽrol ; 0,003 % Bleu de BromophŽnol ; 0,015 M §-

mercaptoethanol (100 µL pour 106 cellules] pendant 5 minutes ˆ 100 ¡C. Les lysats protŽiques 

ont alors ŽtŽ dŽposŽs sur un gel 10 % SDS-PAGE et les protŽines transfŽrŽes sur une 

membrane de nitrocellulose (Perkin Elmer) qui a ensuite ŽtŽ bloquŽe 20 minutes dans une 

solution de blocage (0,01 M Tris-HCl ph 7,6 ; 0,3 M NaCl ; 0,1 % Tween 20 ; 10 % lait en 

poudre). La membrane a ŽtŽ incubŽe pendant deux heures en prŽsence dÕun anticorps primaire 

puis elle a subi 3 lavages de 10 minutes dans une solution de rin•age (0,01 M Tris-HCl pH 

7,6 ; 0,3M NaCl ; 0,1 % Tween 20). Apr•s une incubation de 1 h en prŽsence dÕun anticorps 

secondaire couplŽ ˆ la peroxydase et 3 nouveaux lavages, la membrane a ŽtŽ rŽvŽlŽe par 

chemiluminescence gr‰ce au Kit Western LightningTM Plus ECL (Perkin Elmer). 

Les anticorps primaires utilisŽs sont les suivants : polyclonal de lapin anti-FLI-1 

(dilution 1/200•me, sc-356, Santa Cruz, Figures 17, 21 et 24) ; polyclonal de lapin anti-FLI-1 

(dilution 1/500•me, ab-15289-500, AbCAM, Figure 20) ; polyclonal de mouton anti-FLI-1 

(dilution 1/500•me, F0176, Sigma, Figure 35) ; monoclonal de souris anti-p53 (dilution 

1/100•me (745A #44), dilution 1/500•me (NN10 #5), sc-99, Santa Cruz) ; monoclonal de souris 

anti-actine § (dilution 1/20000•me, MAB1501R, Millipore) ; polyclonal de lapin anti-RPL24 

(dilution 1/1000•me, SAB1100502, Sigma) ; polyclonal de lapin anti-RPL11 (dilution 

1/1000•me, ab-79352, AbCAM) ; monoclonal de souris anti-GRB2 (dilution 1 / 200•me, sc-
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17813, Santa Cruz) ; polyclonal de lapin anti-SPI-1 (dilution 1/200•me, sc-352, Santa Cruz) ; 

polyclonal de lapin anti-ERK (dilution 1/1000•me, sc-93, Santa Cruz) ; monoclonal de souris 

anti-BCL-2 (dilution 1/200•me, sc-7382). 

Les anticorps secondaires utilisŽs sont les suivants : polyclonal de ch•vre anti-IgG de 

souris ou de lapin (dilution 1/5000•me, Biorad) ; polyclonal de singe anti-IgG de mouton 

(dilution 1/5000•me, A3515, Sigma). 

 

IV- RT-PCR quantitative 

 

LÕARN total de cellules a ŽtŽ extrait gr‰ce au kit RNeasy Plus Mini ou Micro 

(QIAGEN). LÕARN total a ensuite ŽtŽ rŽtro-transcrit pendant une heure ˆ 37 ¡C gr‰ce ˆ des 

hexam•res de sŽquence alŽatoire dans un volume final de 20 µL contenant 200 unitŽs de 

Reverse-Transcriptase du virus M-MLV (Invitrogen). Les ADNc ont ŽtŽ quantifiŽs par PCR 

quantitative gr‰ce au kit Light Cycler 480 SyBR Green I Master (Roche) sur un 

thermocycleur Mx3000p (Stratagene) en utilisant les couples dÕoligonuclŽotides prŽsentŽs 

dans le tableau ci-dessous : 
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Les signaux spŽcifiques pour chaque ARNm sont normalisŽs sur les signaux pour 

lÕARNr 18S (Tableau 5 et 6) ou lÕactine § (autres figures). 

  

V- ImmunoprŽcipitation de la chromatine 

 

4.107 cellules sont fixŽes pendant 15 minutes ˆ tempŽrature ambiante en ajoutant 1 % de 

formaldŽhyde directement dans le milieu de culture. La fixation est stoppŽe par lÕaddition de 

0,125 M de glycine suivie de deux lavages dans du PBS 1X froid. Les cellules sont ensuite 

resuspendues dans du tampon de lyse (50 mM Tris-HCl [pH 8,1] ; 10 mM EDTA ; 1 % 

SDS contenant 1/20 dÕun cocktail dÕinhibiteurs de protŽases sans EDTA (Roche)) puis la 

chromatine est fragmentŽe dans la glace 3 fois 2 minutes par sonication (Vibra Cell 72405 

ARNm OligonuclŽotide sens OligonuclŽotide antisens 
Rpl24 GTGAGTCAGCATTCCTTTCC CCAGTGATGGCTCGTTGGAA 

Rpl11 TCCTTTGGCATCCGGAGAAA CCCAGGTCAATGTGTTCTTG 
P53 TCCCGAGTATCTGGAAGACAGG CACAAACACGAACCTCAAAGC 

Ddx21 GAAAAGGAAATACCTGTGGAGCAG CCGCATTCGTTCAATCTGACC 
Imp4 TTCAGGAGAAGAAGGAGCGAGTC GCAAACATTTTCAGGCGAGAAC 

Nhp2L1 GCGTTTCAGTCCCTCTTGAGTTG TGATGGTAACAGAACAGGCGATG 
Nip7 TTACCAAGACCCACAAGTTCCG CATACAAGAAGGACTGCTCTGCTCC 
Nol6 TTCCACTCCACCTTGCTTCG CAGCCCGTCTTTGTCCTGTAAG 
Nolc1 TTCCCAGCGACCTTTATCCCCTTG TTGGTGGACCTGTTGAGCCAGAAG 
Npm1 CCTGTGGTCTTACGGTTGAAGTG GCATTTTTGGCTGGGGTATCTC 
RpL18 GATGTGCGGATTCTGGAAGTTC GGGTTAGTTTTTGTAGCCTCTGCTG 
Rpo1-3 TCGGTGGTTTCTTCCTTCCTGC TTCCTCTCGCCTTCAGCCATTG 
Globine 
alpha 

CTGGGGAAGACAAAAGCAAC GCCGTGGCTTACATCAAAGT 

b-actin TGGGAATGGGTCAGAAGGACTC CTGGGTCATCTTTTCACGGTTG 
ARNr 
18S 

CGGCTACCACATCCAAGGAA GCTGGAATTACCGCGGCT 

Snhg1 CTGGTGACAAATCTCAGGCATTC CAAGTATGGCACTGCTAACAGAACC 
Snrpb TGGGCAAGAGCAGCAAGATG AAGCAACACCAGACCAAGGACTC 
Eif4g1 TGTGTCGTGAGTTCTTCCTGGG CATCAAAGGTGGTCTTCCATTGC 

Gnb2L1 CTGAGTGGCTTTGCTGAAATCC CGAACCAACTTACACAGAAACGG 
Tcp1 GACATTGTTCCTGGTGCCTTATG CATGCCTTTAATCCCAGCACTC 

Hspa8 CTGTAAGATTCGCTGTGATGATGG TCAATACCAAGGGAAAGAGGAGTG 
ARNr 45S CTCTTGTTCTGTGTCTGCC CCCGCTGGCAGAACGAGAAG 
Globine 

beta 
majeur 

GCACCTGACTGATGCTGAGA CTGGGTCCAAGGGTAGACAA 

Fli -1 total CAACCAGCCAGTGAGAGTCA GTTCGTTGGTGGTCATGTTG 
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sonicator ; Bioblock). La taille des fragments dÕADN fragmentŽs est mesurŽe ˆ cette Žtape en 

dŽposant lÕADN sur un gel dÕagarose 1 % (environ 500 pb). Les prŽparations de chromatine 

fragmentŽe (correspondant ˆ 8.106 cellules) ont dÕabord ŽtŽ diluŽes dans 10 volumes de 

tampon de dilution (16,7 mM Tris [pH 8] ; 1,2 mM EDTA ; 167 mM NaCl ; 1,1 % Triton X-

100, 0,01 % SDS contenant 1/20 dÕun cocktail dÕinhibiteurs de protŽases sans EDTA 

[Roche]) puis clarifiŽes par lÕaddition de 60 µL de billes dÕagarose couplŽes ˆ la protŽine A et 

bloquŽes par de lÕADN de sperme de saumon et de la BSA (Upstate) pendant 1 h ˆ 4 ¡C sur 

roue tournante. 120 µL de chromatine est alors prŽlevŽe afin de constituer la fraction non 

immunoprŽcipitŽe (ADN Ç Input È). Les immunoprŽcipitations ont ŽtŽ rŽalisŽes par lÕajout de 

3 µg dÕanticorps pendant la nuit ˆ 4 ¡C sur roue tournante (les anticorps utilisŽs sont les 

suivants : polyclonal de lapin anti-FLI-1 (sc-356, Santa Cruz ou ab-15-289-500, AbCAM) ; 

polyclonal de lapin anti-SPI-1 (sc-352, Santa Cruz) ; polyclonal de lapin anti-UBC9 (sc-

10759, Santa Cruz) ; polyclonal de lapin anti-p27 (sc-776, Santa Cruz)). 20 µL de billes 

dÕagarose couplŽes ˆ la protŽine A sont ajoutŽes aux 2 mL dÕimmunoprŽcipitations et 

lÕincubation est poursuivie 1h30 ˆ 4 ¡C sur roue tournante. Les billes sont lavŽes six fois dans 

les tampons suivants (incubation de 2 minutes dans la glace entre chaque lavage) : deux fois 

dans 500 µL dans du tampon faiblement concentrŽ en sel (20 mM Tris [pH 8] ; 2 mM EDTA ; 

150 mM NaCl ; 0,1 % SDS ; 1 % Triton X-100), une fois dans 1 mL de tampon fortement 

concentrŽ en sel (20 mM Tris [pH 8] ; 2 mM EDTA ; 500 mM NaCl ; 0,1 % SDS ; 1 % Triton 

X-100), une fois dans 1 mL de tampon LiCl (10 mM Tris [pH 8] ; 1 mM EDTA ; 1 % NP-40 ; 

1 % deoxycholate de sodium ; 0,25 M LiCl) et deux fois dans 1 mL de tampon TE (10 mM 

Tris [pH 8] ; 1 mM EDTA). Entre les deux lavages avec le tampon TE, le tube eppendorf est 

changŽ afin dÕŽliminer la chromatine spŽcifiquement adsorbŽe sur les parois du tube. La 

chromatine est ensuite ŽluŽe deux fois par lÕaddition de 250 µL de tampon dÕŽlution (100 mM 

NaHCO3 ; 1 % SDS) et une incubation pendant 15 minutes ˆ tempŽrature ambiante sur roue 
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tournante. La fixation est ensuite reversŽe par une incubation de 4 h ˆ 65 ¡C. LÕADN est 

finalement traitŽ par la protŽinase K pendant 1 h ˆ 45 ¡C puis purifiŽ avec du phŽnol-

chloroforme et enfin prŽcipitŽ par lÕisopropanol.  Les ADN immunoprŽcipitŽs et les ADN 

Ç input È sont quantifiŽs par PCR en temps rŽel en utilisant le kit Light Cycler 480 

SYBRgreen Master I (Roche) et les couples dÕoligonuclŽotides prŽsentŽs dans le tableau ci-

dessous : 

 

Les oligonuclŽotides utilisŽs pour amplifier le promoteur de gapdh et les rŽgions 

HS129k et HS153k (locus de globine alpha) ont ŽtŽ publiŽs dans lÕarticle suivant : Anguita et 

al., EMBO J. 2004 23 (14) 2841-52. 

 

 

 

 

Gene Forward Primer  Reverse Primer 
Ddx21 TGCGGAAGTGACGAATAGGC ATTCAGCAGCAGCTTCTCAGGC 
Imp4 GAATCCGATGGCTACCAAAAGTC TCACGAGTCCCAACTCTTCTGG 
Nhp2 GGTGAAAATCCAAATCCCGTG TCTTAGCAACTACAACTCCGTCCC 

Nhp2L1 AGGAAAAAGGAGCGGAAATCAC ACATCCAAAGATGACTTCAGCACTC 
Nip7 CGCAAAGATCACGGAGAATTAGG CGGGTCTCTTCTTCAGTCAAGGG 
Nol6 CACAAAACCCCATCACACCG AAGGTCCGCCGATTTACAGC 
Nolc1 CAGTAGGAAGAAGCCCATTCAGC GGGAGGAGAGACCCAGACTAAATC 
Npm1 GTCCTTTCCTTGGCGTGATTC ATATCCATCGAGTCTTCCATGAGG 
Rcl1 GGTGTCTAGTCGCTCTGTCTTCCTG AATCCTGCGGATCTTGACCG 

RpL18 ATAGAGTGTCCCGCATTGCG TCAGCGAGCTTACCATGATGG 
Rpo1-3 TCATCCGCTTCTTCCGTCG GCTCCTGATCGTCTTCCATCG 
Snhg1 TACCCGCAGTGAGTAAGAACCG CCCGAACAAGGAAAAATGAGG 
Snrpb AAAGTCTCCGCTGGAGTGCTTG GCATGAGGGTGTGCATATACCTG 
Hspa8 CGAGCGTTCTGGCTCTTCATTAG GACGACGAGACCACACAAATGC 
Gnb2l1 AGGTTGCGTGGCAGAAGAAAC TGGAGAAAAAGAAAGAGCGGC 
Tcp1 ACTAACAAGCTCCCTGGTGCTG ACGCTGGGTCAACTAGAGACAGTAG 
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VI - Fractionnement des ribosomes 

 

Les cellules 745A #44 ont ŽtŽ cultivŽes pendant deux jours en prŽsence ou en absence 

de doxycycline puis leur diffŽrenciation a ŽtŽ induite par lÕajout de 5 mM dÕHMBA deux 

jours avant lÕanalyse. En parall•le, les cellules 745A #44 ont ŽtŽ cultivŽes en prŽsence de 5 

ng/mL dÕActD 36 h avant analyse. 90.106 de cellules ont ŽtŽ lavŽes deux fois dans du PBS 1X 

froid puis lysŽes la nuit ˆ 4 ¡C sur balancelle dans 2,1 mL de tampon de lyse (2 mM Tris [pH 

7,4] ; 10 mM MgCl2 ; 25 mM KCl ; 0,5 % NP-40 ; 5 mM DTT ; 200 U / mL RNAseOUT 

(Invitrogen) ; 1/10•me dÕun cocktail dÕinhibiteurs de protŽases sans EDTA [Roche]). Les 

cellules sont ensuite soniquŽes 10 fois 30 secondes en position HIGH avec un temps de repos 

de 30 secondes entre chaque cycle de sonication (BioruptorTM NextGen, Diagenode). Les 

membranes cellulaires et les mitochondries sont ensuite ŽliminŽes par une centrifugation ˆ 

12000 g pendant 15 minutes ˆ 4 ¡C. Les lysats cellulaires sont dŽposŽs sur 1 mL de coussin de 

sucrose 1M (3,5 g sucrose ; 10 mM KCl ; 5 mM MgCl2 ; 50 mM Tris [pH 7,4]) puis 

ultracentrifugŽs 2 h ˆ 75000 rpm ˆ 4 ¡C (OptimaTM MAX-XP Ultracentrifuge, Beckman 

Coulter̈ ). Le culot correspondant aux ribosomes est repris dans du tampon lyse. Le 

surnageant est resoumis ˆ une nouvelle ultracentrifugation 2 h ˆ 75000 rpm ˆ 4 ¡C. 200 µL du 

surnageant  (Žquivalent ˆ 5,8.106 cellules) est prŽcipitŽ par lÕajout de 20 % dÕacide 

trichloroacŽtique et incubŽ pendant 10 minutes dans la glace. Il est ensuite centrifugŽ pendant 

10 minutes ˆ 13300 rpm ˆ 4 ¡C puis le culot est lavŽ 2 fois avec de lÕacŽtone froide. Apr•s 

une nouvelle centrifugation, le culot est sŽchŽ sous hotte chimique puis repris dans 20 µL de 

bleu de La‘mmli 4X et enfin bouilli 5 minutes. Le volume de ribosomes correspondant au 

m•me nombre de cellules que le surnageant est prŽlevŽ et complŽtŽ avec du bleu de La‘mmli 

4X puis bouilli pendant 5 minutes. Le tout est dŽposŽ sur un gel  SDS-PAGE 10 %.  
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VII - ChIP-Seq 

 

1- Obtention de la chromatine FLI-1 

 

Les cellules NN10 #5 et les cellules 745A #44 ont ŽtŽ cultivŽes pendant deux jours en 

absence ou en prŽsence de doxycyline. Pour obtenir 20 ng de chromatine FLI-1, la chromatine 

issue de 10 ChIP rŽalisŽs ˆ partir de 8.106 cellules NN10 #5 issues de trois cultures 

indŽpendantes et 8 ChIPs rŽalisŽs ˆ partir du m•me nombre de cellules 745A #44 issues de 

deux cultures indŽpendantes a ŽtŽ cumulŽe selon le protocole dŽtaillŽ dans la partie V en 

utilisant les solutions et les billes du kit Chromatin Immunoprecipitation Assay (Millipore).  

 

2-    SŽquen•age des chromatines 

 

Toute la partie sŽquen•age a ŽtŽ prise en charge par le CNS. Les chromatines ont ŽtŽ 

amplifiŽes avec le kit SOLID ChIP-Seq (Applied Biosystem) selon les recommandations du 

fournisseur. Une fois traitŽes, les chromatines ont ŽtŽ sŽquencŽes avec lÕappareil SOLID v3 

(Applied Biosystem). 

 

3-    Alignements des sŽquences sur le gŽnome  

 

LÕalignement des sŽquences sur le gŽnome de rŽfŽrence mm9 a ŽtŽ pris en charge par le 

CNS. Ils ont utilisŽ le programme BFAST v06.4c. dŽveloppŽ par le groupe de S.F. Nelson 

(Homer et al., 2009). 
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4- DŽtection des pics pour le programme MACS 

 

Une fois les sŽquences obtenues et alignŽes, les pics ont ŽtŽ dŽtectŽs en utilisant la 

version 1.4 du logiciel MACS (Zhang et al., 2008) soit ˆ partir des conditions par dŽfaut de 

limitation de mŽsappariement (mm5), soit en nÕautorisant quÕun seul mŽsappariement (mm1) 

soit aucun mŽsappariement (mm0). Le fichier contr™le utilisŽ dans nos analyses est le fichier 

correspondant aux sŽquences obtenues ˆ partir de la chromatine non immunoprŽcipitŽe. Les 

param•tres par dŽfaut ont ŽtŽ utilisŽs exceptŽs les param•tres bw (taille des fragments) qui a 

ŽtŽ fixŽ ˆ 500 pb et mfold (model fold) qui a ŽtŽ fixŽ ˆ 5,15 pour le ChIP-Seq FLI-1 dans les 

cellules 745A #44. 

 

5- Croisement des listes de pics 

 

Le croisement des listes de pics obtenues par MACS a ŽtŽ rŽalisŽ ˆ lÕaide deux 

programmes dŽveloppŽs par C. Deschamps (PRABI, Villeurbanne). Le programme 

ChIPSeq_Peak permet ˆ partir dÕun fichier MACS dÕextraire les coordonnŽes de chaque pic 

sous la forme Ç chromosome : sommet du pic È. Les deux fichiers gŽnŽrŽs par ChIPSeq_Peak 

sont ensuite traitŽs par le programme ChIPSeq_Results pour lequel une contrainte de distance 

entre les deux pics est imposŽe (pour les analyses prŽsentŽes dans ce manuscrit, la distance 

maximale autorisŽe est de 200 pb entre les pics SPI-1 et FLI-1). A partir des deux fichier 

ChIPSeq_Peak, le programme ChIPSeq_Results gŽn•re trois fichiers correspondant aux pics 

communs et aux pics spŽcifiques. 
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6- Identification de motifs consensus associŽs aux sŽquences sous 

les pics et localisation par rapport au pic 

 

Les sŽquences sous les pics ont ŽtŽ obtenues ˆ lÕaide du Genome Browser de UCSC sur 

lÕadresse http://genome.ucsc.edu/.  

LÕidentification des motifs consensus associŽs aux sŽquences situŽes sous les pics ainsi 

obtenues a ŽtŽ rŽalisŽe ˆ lÕaide de deux programmes disponibles sur internet : le programme 

MEME disponible sur lÕadresse http://meme.sdsc.edu/meme4_4_0/intro.html et le logiciel 

CisFinder situŽ sur lÕadresse http://lgsun.grc.nia.nih.gov/CisFinder/ en utilisant les param•tres 

par dŽfaut des programmes. 

 

7- Analyse de la composition des sŽquences contenues sous les pics 

 

La recherche des motifs consensus dans les sŽquences prŽsentes sous les pics 

spŽcifiques ˆ FLI-1, SPI-1 ou communs aux deux facteurs a ŽtŽ rŽalisŽe ˆ lÕaide du 

programme CisFinder et lÕoption Ç Search motif È.  

 

8- Association des pics aux g•nes se trouvant ˆ proximitŽ 

 

LÕassociation des pics aux g•nes se trouvant ˆ proximitŽ a ŽtŽ rŽalisŽe ˆ lÕaide du 

programme GPAT (Genomic Position Annotation Tool) disponible sur lÕadresse internet 

http://bips.u-strasbg.fr/GPAT/Gpat_home.html dŽveloppŽ par le groupe de L. Tora (Krebs et 

al., 2008). Les coordonnŽes du pic sont fournies au programme sous le format GFF. La 
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recherche des g•nes associŽs ˆ ces pics a ŽtŽ faite dans une distance de 5 kb de part et dÕautre 

du +1 de la transcription. (
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ANNEXE 2 : REMPLACEMENT DE LA PROTƒINE FLI -1 

ENDOGéNE DES CELLULES NN10 PAR UNE PROTƒINE 

FLI -1 BIOTINYLƒES  

 

I - Obtention dÕun clone NN10 produisant une protŽine FLI-1 biotinylŽe in vivo en 

quantitŽs Žquivalentes de la protŽine FLI-1 endog•ne 

 

A) Objectifs 

 

Au moment de commencer ce projet, lÕinventaire des sites de recrutement basŽ sur le 

sŽquen•age nŽcessitait le clonage des fragments de chromatine dans des vecteurs limitant 

ainsi le nombre de sŽquences. CÕest notamment le cas du ChIP-PET (Paired End Ditags). 

Cette technique consiste ˆ convertir les chromatines enrichies en dim•res de sŽquences 

reprŽsentant les extrŽmitŽs 5Õ et 3Õ des sŽquences. Ces dim•res sont ensuite concatŽmŽrisŽs et 

placŽs dans un m•me vecteur. Ainsi, pour le sŽquen•age dÕun m•me clone, cette technique 

permet dÕavoir lÕinformation sur plusieurs sŽquences (Figure S1). Cette technique a ŽtŽ 

utilisŽe pour inventorier les sites de recrutement du facteur de transcription p53 dans les 

cellules humaines HCT116 (Wei et al., 2006).  
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Compte tenu du nombre de sŽquences pouvant raisonnablement •tre collectŽ pour cette 

technique, celle-ci permet de mesurer des enrichissements de lÕordre de 50 ˆ 100 fois. Or, 

lÕanticorps anti-FLI-1 commercial que nous avons ˆ notre disposition ne permet pas 

dÕatteindre de tels enrichissements. Il nous paraissait donc exclu de rŽaliser lÕinventaire des 

sites de recrutement de FLI-1 en utilisant cet anticorps avec la technique de ChIP-PET. Afin 

de remŽdier ˆ ce probl•me, jÕai tentŽ de remplacer cet anticorps par le couple de tr•s haute 

affinitŽ biotine streptavidine dont nous pensions quÕil nous permettrait dÕatteindre des 

enrichissements compatibles avec le ChIP-PET. LÕutilisation de ce couple pour des ChIPs a 

ŽtŽ dŽcrite par le groupe de V. Ogryzko (Viens et al., 2004) et permet effectivement dÕobtenir 

des enrichissements compatibles avec le ChIP-PET.  

JÕai donc entrepris de produire une protŽine FLI-1 biotinylŽe dans les cellules NN10 et 

de rŽaliser lÕinventaire des sites de recrutement de FLI-1 par ChIP-PET avec la streptavidine 

Fixation au  
formaldŽhyde 

ChIP ADN cible  
enrichi 

Clonage des  
ADN ChIP 

SŽquen•age du  
ChIP-PET 

Alignement des sŽquences PET sur le gŽnome 

Cluster PET 

Singleton PET 

TFBS 

Figure S1 : Principe du ChIP-PET (dÕapr•s Wei, 2006) 
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au lieu de lÕanticorps anti-FLI-1. JÕai utilisŽ la propriŽtŽ du clone NN10 #5 dÕŽteindre la 

quasi-totalitŽ de la protŽine FLI-1 endog•ne pour tenter de la remplacer par des quantitŽs 

Žquivalentes de protŽine FLI-1 exog•ne biotinylŽe capable de remplacer fonctionnellement la 

protŽine FLI-1 endog•ne, cÕest-ˆ -dire de maintenir lÕexpression des g•nes cibles de la 

protŽine FLI-1 endog•ne, dÕ•tre recrutŽe sur les promoteurs cibles de la protŽine FLI-1 (g•nes 

de biogen•se des ribosomes) et enfin de maintenir la prolifŽration, la survie et le blocage de la 

diffŽrenciation des cellules NN10 en absence de protŽine FLI-1 endog•ne. LÕutilisation de 

cette protŽine FLI-1 biotinylŽe aurait Žgalement pu servir pour inventorier les partenaires 

protŽiques de la protŽine FLI-1 comme cela a ŽtŽ rŽalisŽ pour le facteur de transcription 

GATA-1 par le groupe de J. Strouboulis (Grosveld et al., 2005 ; Rodriguez et al., 2006).  

 

B) Obtention dÕun clone NN10 produisant la protŽine FLI-1 biotinylable 

et biotinylŽe in vivo 

 

1- DŽstabilisation de la protŽine FLI-1 par lÕŽtiquette placŽe ˆ 

lÕextrŽmitŽ C-terminale 

 

Afin dÕobtenir ce clone NN10 produisant la protŽine FLI-1 biotinylŽe, jÕai construit des 

vecteurs dÕexpression de la protŽine FLI-1 fusionnŽe en C-terminal ˆ un peptide de 

biotinylation reconnu par la biotine ligase BirA dÕE.Coli soit ˆ partir dÕun promoteur 

constitutif EF1!  (vecteur pEF/Fli-1Bio) soit ˆ partir dÕun promoteur CMV inductible par la 

doxycycline (vecteur pcDNA4/TO/Fli-1Bio). LÕADNc de cette protŽine, reprŽsentŽ de 

mani•re schŽmatique sur la figure S2A, porte deux mutations silencieuses au niveau de la 

sŽquence reconnue par les shARN produits dans les cellules NN10 #5, rendant insensible 

lÕARNm produit ˆ lÕaction de ces shARN. En parall•le ˆ ces vecteurs, nous avons Žgalement 
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fait produire un lentivirus permettant la coexpression de cette protŽine FLI-1 avec la biotine 

ligase BirA dÕE.Coli (pTRIP/Fli-1Bio/BirAGFP). La figure S2B reprŽsente de mani•re 

schŽmatique les diffŽrentes constructions.  
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Figure S2 : Remplacement de la protŽine FLI-1 des cellules NN10 #5 par une protŽine FLI-1 exog•ne 
biotinylable in vivo 

A : ReprŽsentation schŽmatique de lÕADNc de la protŽine FLI-1 fusionnŽe en C-terminal au peptide de 
biotinylation (B) reconnu par la biotine ligase BirA. Cet ADNc porte deux mutations silencieuses au niveau 
de la sŽquence reconnue par les shARN produits dans les cellules NN10 #5 rendant ainsi insensible 
lÕARNm codant cette protŽine ˆ la dŽgradation par ces shARN. 
B : ReprŽsentation schŽmatique des diffŽrentes constructions utilisŽes pour produire la protŽine FLI-1 
biotinylable dans les cellules NN10 #5 et le promoteur sous lequel est placŽe lÕADNc de cette protŽine. - : 
Absence de production de la protŽine FLI-1 biotinylable. 
C : Analyse par Western blot du taux de protŽine FLI-1 dÕun sous-clone NN10 #5 obtenu apr•s transfection 
avec le vecteur au promoteur CMV traitŽ (puits 2) ou non (puits 1) par la DOX pendant deux jours.  
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JÕai donc infectŽ ou transfectŽ les cellules NN10 #5 avec ces constructions dans le but 

dÕobtenir des clones stables. Cependant, aucun des clones obtenus nÕexprimait la protŽine 

FLI-1 exog•ne biotinylable in vivo. La figure S2C montre un exemple de clone caractŽristique 

de lÕensemble des clones obtenus. Cette figure montre quÕen prŽsence de DOX, la protŽine 

FLI-1 totale est rŽduite et aucune bande correspondant ˆ la protŽine FLI-1 exog•ne nÕappara”t. 

Afin de comprendre pourquoi la protŽine FLI-1 exog•ne nÕest pas produite dans les 

clones que jÕai obtenus, jÕai transfectŽ de mani•re transitoire les cellules HEK humaines 

nÕexprimant pas FLI-1 soit avec le vecteur pEF/Fli-1Bio soit avec le vecteur dÕexpression 

dÕune protŽine FLI-1 exog•ne portant le m•me ADNc que la protŽine FLI-1 biotinylable mais 

qui nÕest pas fusionnŽ ˆ la sŽquence codant le peptide de biotinylation (pEF/flishmut). 

LÕexpression de cet ADNc est Žgalement dirigŽe par un promoteur EF1! . JÕai alors mesurŽ le 

taux de protŽine FLI-1 produit par ces deux vecteurs par Western blot. Les rŽsultats sont 

prŽsentŽs sur la figure S3A. Comme nous pouvons lÕobserver, la transfection des cellules 

HEK par le vecteur pEF/flishmut conduit ˆ la production de la protŽine FLI-1. En revanche, 

m•me si la protŽine FLI-1 est produite apr•s transfection des cellules HEK par le vecteur 

pEF/Fli-1Bio, le taux de protŽine FLI-1 est tr•s nettement infŽrieur ˆ celui produit par le 

vecteur pEF/flishmut.  
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Figure  S3  : DŽstabilisation de la protŽine FLI-1 par une Žtiquette placŽe ˆ lÕextrŽmitŽ C-
Terminal  

A : Analyse par Western blot de la production de la protŽine FLI-1 exog•ne rŽvŽlŽe avec un anticorps 
anti-FLI-1 dans les cellules HEK non transfectŽes (Puits 1) ou transfectŽes avec le vecteur dÕexpression 
dÕune protŽine FLI-1 non ŽtiquetŽe (vecteur a; Puits 2) ou dÕune protŽine ŽtiquetŽe ˆ lÕextrŽmitŽ C-
Terminal par le peptide de biotinylation (vecteur b ; puits 3). 
B : Analyse par Western blot de la production de la protŽine FLI-1 exog•ne dans les cellules HEK non 
transfectŽes (Puits 1) ou transfectŽes avec le vecteur dÕexpression dÕune protŽine FLI-1 non ŽtiquetŽe 
(vecteur a; Puits 2) ou dÕune protŽine ŽtiquetŽe ˆ lÕextrŽmitŽ N-Terminal par le peptide de biotinylation 
(vecteur c ; puits 3). 
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