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PRfAMBULE

Les facteurs de transcnph jouent un r™le important dans le contr™le de la
prolifZration, de la survie et de la diffZrenciation des cellules normtEs dZrZgulation est
frZquemment |IQorigine de nombreux cancers comewléucZmiesEn dehors de quelques
facteurs de tramsiption ubiquistes majeurs, tels que p53 eMyx, la nature des facteurs de
transcription touchZs par ces dZrZgulations oncogZniques est le plus souvent spZcifique de
chaque type de cancer. Ildentifier les raisons dOune telle spZcificitZ reprZsenta un enj
important non seulement pour comprendre le dZveloppement tissulaire normal mais
Zgalement pour dZfinir des stratZgies thZrapeutiques mieux adaptZes ~ chaque type de cancers.
Ainsi, les ZrythroleucZmies de Friend induites par le virus de Friend soniZassquasi
systZmatiquement " la surexpression de genes codant les facteurs de transcriptioat FLI
SPI1/PU.1 appartenant tous deux " la famille des facteurs ETS. DOautre part, notre Zquipe a
montrZ que SP1/PU.1 est un activateur transcriptionnelggne fli-1. Le principal intZret de
IOZquipe est de comprendre pourquoi et comment la transformation du lignage Zrythrocytaire
est associZe de maniere quisiontournable " la dZrZgulation de 1Oun ou IQautre de ces
facteurs.

Dans cette perspective,om travail de these, qui fait [Oobjet de ce mZmoepose sur
IOhypothese que SBlet FLF1 pouvait agir par des mZcanismes communs voire par la
dZrZgulation de genes cibles communs. Pour tester cette hypothese, je me suis focalisZ dans
un premier temps sua caractZrisation des contributions additives de ces deux facteurs puis
sur la recherche de genes cibles communs.

Afin de discuter mes rZsultats et de les replacer dans les connaissances actuelles, la
premiere partie de ce mZmoire sera consacrZe ~ umedirdtion bibliographique qui

sQarticulera autour de quatre parties. La premiere partie prZsentera |OZrytie®poarsee



gZnZrale. Ensuite, la seconde partie dZtaillera les mZcanismes impliquZs dans les
ZrythroleucZmies de Friend. Puéstroisisme patie dressera un bilan des contributions dZj
connues des facteurs de transcription-ELét SPI1/PU.1 dans les ZrythroleucZmies de
Friend.Comme nous le verrons dans ma partie rZsultats, nous avons identifiZ des genes cibles
de FLF1 et de SRIL impliqu dans la biogenese des ribosomes. Il mOa donc paru important
de consacrer la derniere partie de mon introduction ~ cette biogenese dans les conditions
physiologiques et pathologiques.

A la suite de cette introduction, mes rZsultats seront prZsentZsuZslisn tentant de

faire le lien avec les connaissances actuelles.



INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE

|- LOfRYTHROPOQiESE

LOZrythropoesse dZsigne le processus par lequel les globules rouges sont produits °
partir de progZniteurs Zrythrocytaires. @ecpssus assure la production de Z.Hlobules
rouges par jour chez IODHomme. Le globule rouge mature, dont la durZe de vie est de 120 jours,
assure le transport de IOoxygene des poumons vers les diffZrents organes et celui du dioxyde

de carbone dans lerss inverse.

A) Les diffZrentes Ztapes de IOZrythroposese

1- De la cellule souche hZmatoposZtique aux progZniteurs engagzZs

LOZrythropoesse est une spastie dOun processus plus large appelZ hZmatopoesse. Ce
processus assure la production de I0ensemblesltidescsanguines matures "~ partir dOune
cellule souche hZmatopoeZtique (CSH). Le modele dit classique couramment admis et
prZsentZ sur la figure 1 fait Ztat dOune sZparation totale entre lymphopoessse et myZlopossse des
le stade suivant la CSH.

Selon ce mdele, la CSH gZnere deux types de progZniteurs multipotents, le CLP
(Common Lymphoid Progenitor) et le CMP (Common Myeloid Progenitor). Le CLP se

N

diffZrencie ~ son tour pour donner naissance aux progZniteurs monopotents assurant la
production soit des lyntppcytes T, soit des lymphocytes B, soit des cellules NK. Le CMP,

quant " lui, donne naissance " deux types de progZniteurs bipotents, le GMP (Granulocytes



g



Macrophages Progenitor) et le MEP (Megacaryocytes Erythrocytes Progenitor). Le
progZniteur GNP gZnere soit d lignZe monocytairemacrophagique soit al lignZe
granulocytaire (neutrophiles, Zosinophiles, mastocytes...) alors que le progZniteur MEP
produit soit & lighZemZgacaryocytaire so# lignZe Zrythrocytaire.

NZanmoins, ce modele classiqmés en Zvidence par des essais de colonies est remis
en question par des Ztudes rZcentes recensZes dans plusieur§Brewwresand Ceredig,

2009; Ceredig et al., 2009; Kawamoto et al., 201®s Ztudes listZesams ces revues
montrent que IOengagement vers tel ou tel lignage se fait de manisre progressive ouvrant des
voies alternatives " celles proposZes dans le modele classique. Par exemple, les travaux de J.
Adolfssonet al. ont mis en Zvidence |IQexistence e@apulation cellulaire aux potentialitZs
myZlosdes et lymphoedes dZrivZes de la CSH mais qui ne gZnerent pas (edulEERBon et

al., 2005) Ces Ztudes soulignent une certaine plasticitZ du systeme hZmatopoe«Ztiqu

1- Des progZniteurs engagZs aux globules rouges matures

Les MEP peuvent gZnZrer des progZniteurs monopotents, le§ BBuUrst Forming Unit
Erythroid). Ces progZniteurs vont subir des maturations successives pour former en sept jours
des Zrythrocytes maes chez IODHommEigure 2). Plus en dZtail, les BFB vont former

des progZniteurs plus matures appelZs -EF{Colony Forming UnitD Erythroid) qui
gZnerent ~ leur tour des proZrythroblastes. Ces cellules sont fortement basophiles du fait de
leur forte concentration en ARN. lls expriment des marqueurs du lignage Zrythrocytaire tel
que TER119. Les proZrythroblastes subissent quatre mitoses successives et gZnerent des

Zrythroblastes basophiles puis polychromatophiles. Les Zrythroblastes polychromatophiles



gZnerent "~ leur tour des Zrythroblastes acidophiles puis les rZticulocytes. A ce stade, le noyau

est extrudZ et phagocytZ par les macroph@fessis and Mohandas, 2008ne dernisré

Sang

Figure 2 : Vue schZmatique des diffZrentes Ztapes de IOZrythropoeese



Ztape de maturation donne naissance " 10Zrythrocyte mature qui migre dans la
circulation sanguine.

Cette diffZrenciation sOaccompagne dOune diminution de la taille des cellules et de
|Oapparition de micronuclZoles signant une diminution de la biogenese desmeEko

(Smetana, 1975).

B) RZgulation de IOZrythropossse

LOengagement des progZniteurs multipotents vers tel ou tel lignage ainsi que
|IGamplification de ces progZniteurs sont finement rZgulZs. Cette rZgulation implique diffZrents
acteurs. Cette partie traitedes acteurs qui sont objectivement ou potentiellement dZrZgulZs

au cours de 10ZrythroleucZmie de Friend (cf. partie I1).

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

Epo/EpoR et Kit/SCF

1-1 LOZrythroposZtine et son zeer

LOZrythroposZtine ou Epo est une cytokine produite par le rein. Le rZcepteur de cette
cytokine, IOEpoR, fait partie de la superfamille des rZcepteurs de cytokines de type 1
caractZrisZe par la prZsence dOun seul domaine transmemi€orestantinescu et al.,

1999) Il est exprimZ majoritairement dans les cellules Zrythrocytaires et Zgalement ~ faible



niveau dans quelques autres tissus non hZmatoposZtiques comme le cerveau ou encore le
clur.

LOinvalidation du gene codant IOEpo ou IOEpoR induit une |Ztaligoremabe entre
13 et 15 jours de gestation chez la souris. Cette IZtalitZ est associZe ~ une anZmie indiquant un
r™Mle du couple EgifpoR dans 10Zrythropoeese. Lesntributions de ce couple dans
IOZrythropoesse ont ZtZ recensZes dans plusieurs revueBo(Vgkj, 200§ Merchionne,
2009; Noguchi, 2008). Pour rZsumer, le couple fHpoR est surtout nZcessaire pour la
survie des progZniteurs Zrythrocytaires. Des analyses complZmentaires ont mis Zgalement en
Zvidence un r™le de IOEpo et de son rZcepteutadprdifZration ainsi que dans la
diffZrenciation terminale des Zrythroblastes.

LOinteraction de IOEpo avec son rZcepteur induit une homodimZrisation de IOEpoR et des
modifications conformationnelles qui vont conduire ~ IOactivation de plusieurs voies de
signalisation telles que la voie JAK/STAT, la voie des MAPK ou encore la voie PI3K/Akt.

LOactivation de ces voies contribue aux fonctions du coupleEmR dans I0Zrythroposese.

1-2 Le couple KHSCF

Kit est un rZcepteur " activitZ tyrosine kinase deetylp Contrairement ~ IOEpoR, ce
rZcepteur est aussi bien exprimZ dans les cellules hZmatoposZtiques que dans certains tissus
non hZmatopoeZtiques comme les cellules gliales ou encore les mZlafBdiites and
Hallberg, 2007 Matsuda et al., 1993Pans le lignage hZmatopoeZtique, IOexpression de Kit
est spZcifigue du compartiment des progZrstexceptZ pour les mastocytes matures qui
continuent de IOexprimer. La signalisation induite par kit est dZpendante du recrutement de

son ligand, SCF (Stem Cell Factor).



Les souris portant des mutations au niveau de kit ou de son ligand souffrent dOanZmie
indiquant un r™le du couple &€CF dans IOZrythroposeg&shman, 1999) Les Ztudes
caractZrisant le r'™le de-RBiEF dans |OZrythroposese ont ZtZ recensZes dans la revue de V.
Munugalavadla (Munugalavadla, 2005). Le recrutement de SCF sur son rZcepteur induit une
homodimZrisatio de Kit. Cette homodimZrisation conduit ~ IQactivation de plusieurs de voies
de signalisation telles que la voie des MAPK, la voie PI3K ou la voie des kinases Src.
LOactivation de ces voies contribue " la prolifZration et ~ la survie des Zrythroblasses. A
par exemple, la lignZe ZrythroleucZmique-&@Bprolifere et survit en prZsence dOEpo et de
SCF. En revanche, IOabsence de SCF conduit " la diffZrenciation de cett€Thgniret al.,

2000) De la meme manie, la surexpression de-Kit dans des Zrythroblastes primaires
humains entraine Zgalement une prolifZration plus importante et un retard de diffZrenciation
(Zeuner et al., 2010). Ces rZsultats indiuene contribution rZpressive de KiSCF "~ la

diffZrenciation Zrythrocytaire.

1-3 CoopZration des voies de signalisation-B&F et EpeEpoR sur

la prolifZration des progZniteurs Zrythrocytair&sured)

Lescontribuions voisines des voies de signalisation induites par les coupl&CKiket
Epo-EpoR sur la prolifZration et la survie et leur coexpression dans le compartiment des
progZniteurs immatures suggerent une coopZration entre ces deux voies.

Le groupe de H. Lodish a mis en Zvidence une interaction physique entre Kit et EpoR
(Wu et al., 1995) Afin de dZterminer I0effet de cette ramtdion sur la prolifZration des
progZniteurs Zrythoytaires, M.O. Arcasoy et X. Jiang ont mis en culture des
proZrythrobastes humains en prZsence dOEpo et/ou de SCF. La prZsence seule de 1Oune ou

|Oautre de ces cytokines nOest pas suffisante pour lasstotifiZration des proZrythroblastes.



En revanche, la prZsence simultanZe de SCF et dOEpo permet cette amplification. Cette
prolifZration est associZe ~ une activation plus importante des diffZrentes voies de
signalisation induites par ces rZcepteursmarZe " celle obtenue avec IOEpo ou le SCF seuls.
Ces rZsultats montrent donc que les voies de signalisation activZes par les rZcepteurs EpoR et

Kit cooperent dans la prolifZration et la survie des progZniteurs Zeytaines (Arcasoy and
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Figure 3 : Fonctions des voies de signalisation induites par les couples EgmR et Kit/SCF au
cours de |OZrythropoeese

DOautres kinases importantes pour les fonctions de ces deux couples dans 10Zrythrop
mentionnZes dans la revue déWinugalavadlgMunugalavadlat al., 2005).



1- ApoptoseversusdiffZrenciation

|OZrythropoesse

Les groupes de Wiedman et Peschle ont mis en Zvidence une activation des caspases au
cours de 10Zrythropoessgant le stade Zrythroblastes basophi@arlile et al., 2009; De
Maria et al., 199a) Afin de dZterminer lacontribution des caspases la diffZrenciation
Zrythrocytaire, Y. Zermatt al.ont inhibZ leur activitZ par un inhibiteur gZnZray/at-fmk.

La rZpression de IQactivitZ de ces protZines bloque la maturation de cellulesd&sythr
humaines au stade dOZrythroblaste basophile. Les memes observations ont ZtZ faites avec un
inhibiteur plus spZcifique de la casp&s@ermati et al., 2001)_Oinhibition de la caspale

par ARN interfZrence conduit Zgalement ~ un arret de maturation de ces memes progZniteurs
(Carlile et al., 2004)Ces rZsultats montrent que IQactivation de la ca3pastenZcessaire

pour la maturation des cellules Zryitytaires.

Afin de dZterminer si cette activation de la casiBapeuvait conduire ~ [Oapoptose des
cellules, les auteurs ont analysZ par cytomZtrie de flux la fluorescence apres marquage ~ 10
annexine V qui tZmoigne de la prZsence " la surface membraleapbosphatidyl sZrine.

Cette analyse nOa pas mis en Zvidence de diffZrence de fluorescence entre les cellules traitZes
et non traitZes avec IQinhibiteur de caspagadZmk (Carlile et al., 2004; Zermati et al.,

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

Zrythrocytaire.



Le groupe de M. Wiedmann sQOest intZressZ aux mZcanismes pouvant conduire "
|Oactivation de la caspase 3 nZcessaire " la diffZrenciation Zngieodyes auteurs se sont
intZressZs au couple FassL qui est exprimZ dans les Zrythroblastes. La rZpression de Fas
par SiARN rZduit de maniere significative la diffZrenciation dOZrythroblastes humains
montrant une fonction non apoptotique de Fas. G&tlaction est corrZlZe " la rZduction de
|OactivitZ de la caspase 3 dont la rZpression conduit Zgalement " la rZduction de la
diffZrenciation de ces cellules. Ces rZsultats suggerent que la caspase 3 est activZe par la voie
de signalisation induite par ouple Fas/FasL. NZanmoins, la rZpression de IQactivitZ de la
caspase 9 en prZsence de Fas rZduit Zgalement la diffZrenciation de ces cellules ainsi que
|OactivitZ de la caspase 3. LOactivation de la caspase 9 signe une dZpolarisation des
membranes mitodndriales. Ces donnZes suggerent donc que IQactivation de la caspase 3
nZcessaire "~ la diffZrenciation Zrythrocytaire pourrait Zgalement stre induite par la

A

mitochondrie. NZanmoins, les mZcanismes conduisant IQactivation de cette voie

mitochondriale neat pas connu&Carlile et al., 2009)

e iProtection de GATA par HSP70

GATA-1 est un facteur de transcription de la famille GATA. Il joua e primordial
dans 10Zrythropoes¢Eujiwara et al., 1996)ll rZgule un certain nombre de genes impliquZs
dans diffZrents processus tels que la diffZrenciation Zrythrocjd@eh et al., 2004pu
encore la rZsistance "~ IQapoptose commeXBolGregory et al., 1999)De manisre
surprenante, le facteur de transcription GATA&st une cible des caspagbs Maria et al.,
1999b) Toutefois, IQactivation des caspases nZcessaire ~ la matdesi@rythroblastes ne
conduit pas au clivage de GATA(Zermati et al., 2001)Ces donnZes suggerent |Oexistence
dOun hcanisme protZgeant GATIAde ce clivage et contribuant ~ la rZsistance ~ IOapoptose

des cellules Zrythrocytaires et ~ leur maturation.



Afin dOidentifier ce mZcanisme, le groupe dOO. Hermine sOest intZressZ aux protZines
chaperones Hsp et en particulieHSP70 qui a ZtZ dZcrite comme Ztant exprimZ dans les
cellules Zrythrocytaires chez le xZn@pénning and Browder, 198. Les auteurs ont montrZ
quOen prZsence dOEpo, HSPA6catise avec GATAL dans le noyau et interagit avec ce
facteur. Cette céocalisation et cette interaction sont perdues par la privation en Epo. De plus,
la rZpression de HSP70 par interfZrenaelARN, comme la privation en Epo, condui " |
rZduction du taux de protZir@ATA-1 et la rZduction consZquente de BGL induisant
IOapoptose massive des cellfRibeil et al., 2007)Ces rZsultats montrent @an prZsence
dOEpo, HSP70 protege GATIAduU clivage par les caspases contribuant aux fonctions non

apoptotiques de la caspase 3 dans la diffZrenciation Zrythrockigiree(4).



2- R™|e de p53 dans la diffZrenciation Zrythrocytaire

Le facteur de transctiippn p53 est impliquZ dans un certain nombre de processus,
notamment IOapoptose et [Oarrst du cycle cellulaire en phd&hd@dyRossi and Yonish

Rouach, 1998)



La surexpression dOune protZine p53 sauvage dans la lignZe leai¢imigine K562
ou dans la lignZe ZrythroleucZmique MEL induit un arret de prolifZration et une reprise du
programme de diffZrenciatio(Chylicki et al., 2000; Di Bacco and Cotter, 200@phnson et
al., 1993). Cs effets sont associZs ~ une activation des caspases dont nous avons pu Voir
quQelles sont importantes pour la diffZrenciation Zrythrocytaire. Ces rZsultats suggerent que
p53 pourrait contribuer ~ la diffZrenciation terminale des Zrythroblastes.

Des analyss immunocytologiques ont permis la dZtection de IOexpression de p53 ~
partir du stade normoblaste ou Zrythroblag®eller et al., 2003)Le blocage de la
diffZrenciation Zrythrocytaire au stade Zrythroblaste basophiléOinhibition des caspases
suggere une actation plus prZcoce des caspases que IQactivation de p53 (Zermati, 2001).
Cette observation nOest pas cohZrente avec une contribution de p53 dans |Qactivation des
caspases. NZanmoins, un manque de sensibilitZ de la technique utilisZe pourrait expliquer
IOabence de dZtection de p53 dans des Ztapes plus prZcoces de la diffZrenciation.

Les souris p53 ne prZsentent aucun dZfaut ZrythroposZtique, suggZrant que IOactivation
de p53 nOest pas nZcessaire pour la diffZrenciation Zrythrocytaire (Donehower,992). E
revanche, des analysisvitro ont permis de montrer que IOabsence de p53 est associZe ~ une
prolifZration plus importante des Zrythroblastes en prZsence de glucocorticosdes nZcessaires "
IOZrythropoesse de stress. Ces rZsultats suggZrent une contdbytb3 dans le contr™le de
la prolifZration des cellules Zrythrocytaires en condition de tBessyuli et al., 202). Cette
contribution potentielle nOa pas ZtZ documentZe dans les soliris p53

La rZpression de IQexpression dOun facteur de transcription de la famille p53, p73,
rZduit la diffZrenciation Zrythrocytaire des cellules K562 en prZsence dOagent rinducteu
comme IOEpo ou IOhZmine. Cette rZduction est corrZlZe " la rZduction de IOexmatsion de
1. Ces rZsultats suggerent que le facteur p73 est impliquZ dans la diffZrenciation

Zrythrocytaire(MarquesGarcia et al 2009) Ces rZsultats suggerent Zgalement que |[Oabsence



de phZnotype ZrythropoeZtique dans les souri§ pB8rrait stre liZe ~ une compensation

fonctionnelle par p73.

C) LOZrythropoesse de stress

Un stress hypoxique induit une augmentation de la mtadu dOEpo par le rein
(Bozzini et al., 1994)LOaugmentation du taux dOEpo induit ~ son tour une Zrythropoesse dite
Zrythropoesse de stress qui se dZroule dans la rate-aCel¢ similaire ~ 10Zrythropoesse
fitale et est caractZrisZe par la production rapide de globules rouges matures afin de

maintenir un hZmatocrite normal.

1- Production des progZniteurs de stress

LOaugmentation du taux dOEpo induite par IOhypoxie conttdnmenent au sauvetage
dOun rZservoir de progZniteurs incapables de survivre en conditions normales du fait de leur
faible expression du rZcepteur de 100 et al., 2006) LOhypoxie contribue Zgalement ~
IOindution dOune population progZnitrice spZciale appelZe progZniteurs de stress qui
correspondent ~ des BFB de stress. Ces progZniteurs prZsentent des caractZristiques
diffZrentes de progZniteurs BFEJde la moelle osseuse. En effet, les BFde la moelle
osseuse de souris ont besoin dOEpo et du SCF pour prafiféiteo et arrivent ~ maturation
au bout de 7 jours de culture. En revanche, les-BFRl¢ la rate nOont besoin que dOEpo pour
prolifZrer et 5 jours suffisent pour atteindre une maturation seraiSlaelle des BFLE de la

moelle osseuse apres 7 jours de culiluenox et al., 2005)



A

Ces donnZes montrent donc quOen rZponse ~ un stress hypoxique, IOEpo, produite
massivement par le rein, favorise |I0amplificatapide de progZniteurs de stress rZsistants

|Oapoptose dans la rate.

2- R™|e de BMP4

Les sourid/f (flexedHtail) prZsentent un retard dans leur rZponse ~ un stress hypoxique
(Coleman et al., 1969) e groupe de R.F. Paulson a mis en Zvidence que le gene impliquZ
dans ce phZnotype correspond au gmaglh5ousmad5qui code une protZine impliquZe dans
la signalisation induite par le rZ¢epr des protZines BMP2, 4 et 7 (Bone Morphogenetic
Protein). LOanalyse de IOexpression de ces trois protZines a montrZ que la protZine BMP4 est
induite apres I0induction dOune anZmie ainsi quOapres une hypoxie tandis que les protZines
BMP2 et BMP7 sont peou pas exprimZes. Cette induction a lieu peu avant IQamplification
des BFUE de stres¢Lenox et al., 2005)Ces rZsultats suggerent que la voie de signalisation
dZpendante de BMP4 est impliquZe dans IOZrytfsepies stress.

La recherche des mZcanismes par lesquels BMP4 pourrait agir a permis de montrer que
cette voie de signalisation favorise IOamplification des progZniteurs de stress en induisant la
diffZrenciation de cellules de la rate rZpondant ~ BMP4. diggurs ont montrZ que ces
cellules capables de rZpondre au BMP4 correspondent ~ de§lME®X et al., 2005)

En rZponse " une hypoxie, BMP4 est donc produite et induit la diffZrenciation des MEP

en progZniteurBFU-E de stress dans la rate qui constituent la population cible de IOEpo.

3- R™le de la voie de signalisation Kit/SCF



Comme les souriff, les souris prZsentant des mutations au niveau du gene codant le
rZcepteur kit montrent un retard dans leur rZponsestress hypoxique suggZrant que la voie
de signalisation induite par KBCF est Zgalement importante pour IOZrythropoesse de stress.
LOanalyse des progZniteurs de la rate a montrZ que le nombre-BedBRtiess ainsi que le
nombre de MEP rZpondanBMP4 sont tres fortement diminuZs dans les souris mutZes pour
Kit comparZ ~ celui des souris sauvages. DOautre part, la culture de cellules splZniques en
prZsence dOEpo, de SCF et/ou de BMP4 a permis de montrer que le BMP4 augmente le
nombre de BFLE de stess tandis que la voie induite par-RICF augmente la taille de leurs
colonies(Perry et al., 2007)

Ainsi, les voies de signalisation induites par-8E&F et par BMP4 cooperent pour

IOamplification des progZnits de stress en rZponse " un stress hypoxique.

4- Alimentation de la rate en progZniteurs de stress " partir de cellules de la
moelle

A

Le groupe de R. F. Paulson a cultivZ des cellules de rate de souris traitZes " la
phZnylhydrazine (PHZ) en prZsence oalesence de BMP4. Cette Ztude a mis en Zvidence la
prZsence de cellules rZpondant * BMP4 (Bf)Rians la rate en situation physiologique. En
revanche, ce pool de cellules BMRdispara™t apres 24h de traitement ~ la PHZ montrant que

tous les progZniteurs BRE gZnerent des BFUE de stress apres une hypoxie. Cette absence

de cellules BMP2 coencide avec une pZriode de rZcupZration de 21 jours nZcessaire pour
gZnZrer une rZponse optimale ~ un deuxisme stress hypoxique. Pris ensemble, ces rZsultats

suggerent ge la rate nZcessite dOstre rZalimentZe en cellulesB)Brpouvoir rZpondre *

un deuxieme stress anZmique.



LOorigine de ces cellules a ZtZ dZterminZe par des expZriences de transplantations de
cellules de moelle osseuse ou de rate de souris sauvagdssianuris mutZes pour Kit. Ces
expZriences ont permis de montrer la prZsence de progZniteurs immatures dans la moelle
osseuse capables de gZnZrer ces cellules BNBPdrevanche, seules les cellules prZsentes
dans la rate sont capables de rZpondre ~ BKfRrry, 2009).

Ces rZsultats montrent donc que la rate est rZalimentZe par des progZniteurs immatures
provenant de la moelle osseuse. ArrivZs dans la rate, ces progZniteurs se diffZrencient en

cellules BMP& qui, comme nous IOavons vu, corresponders MigP.

5- Importance de la voie Hedgehog

Le fait que ces progZniteurs immatures de la moelle osseuse gZnerent des cellules
BMP4® uniquement dans la rate suggere IOexistence dOun signal dans cet organe favorisant
cette diffZrenciation. Le groupe de R.F. Ranl sOest intZressZ " la voie Hedgehog dont il
avait ZtZ montrZ auparavant la fonction positive dans la rZponse ~ BMP4 des progZniteurs
chondrocytaires. La mutation du rZcepteur Smo, impliquZ dans la voie Hedgehog, abolit la
rZponse au traitement " la PHE IOinverse, la mutation du rZcepteur de la voie Hedgehog Ptc
(Patched), qui rZgule nZgativement Smo en absence de ligand, induit IQapparitiorEde BFU
de stress dans la moelle osseuse. Ces expZriences mettent en Zvidence le r™le de la voie
Hedgehog danga gZnZration des cellules BMP4.a famille Hedgehog comprend trois
membres, Shh, Ihh et Dhh. Le membre impliquZ dans cette voie a ZtZ identifiZ comme Ztant
Dhh dont IQexpression est induite en rZponse " la PHZ. Cette voie induit IOexpression de

BMP4 dandes cellules stromales de la rate qui expriment Zgalementf2hty et al., 2009)



SOappuyant sur IOensemble de ces rZsultats, le modele proposZ par le groupe de R.F.
Paulson pour I0Zrythropoesse de stress est prZsentZ sur la figure 5. La rate est alimentZe en
permanence par desogZniteurs immatures provenant de la moelle osseuse et gZnZrant des
progZniteurs BMP#sous 10action de la voie Hedgehog. Une hypoxie, engendrZe par exemple
par une anZmie, induit IOexpression de IOEpo par le rein et de BMP4 par les cellules stromales
de k rate. Cette production de BMP4 induit ~ son tour la diffZrenciation de la totalitZ des
progZniteurs BMP% prZsents dans la rate en BEUde stress. Ces cellules sOamplifient
rapidement sous |Oeffet coopZratif des voies de signalisation induites pareBlpit4le

couple Kit/SCF et rZsistent ~ IOapoptose gr¥%.ce ~ la signalisation induite par le couple Epo

EpoR.
Moelle Les progZniteurs
osseuse Rate BMP4R rZalimentent

la rate

Des cellules de  Dhh induit
la moelle IOexpression de
osseuse migrent BMP4 et ces

dans la rate oe
elles recontrent
Dhh

signaux
cooperent pour
le
dZveloppement
de progZniteurs
BMP4R

Une anZmie aigVt
induit IOexpressiot
de BMP4 qui
coopere avec SCF
et 1Ohypoxie pou
permettre
IGamplification de
BFU-E de stress.

Figure 5 : Mod-le de |OZrythropoesse de stress proposZ par le groupePdeilson
(dOapres Perry et al., 2009)



II- LES ERYTHROLEUCEMIES DE FRIEND

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

Les souris de souches sensiblafectZes par le virus de Friend dZveloppent des
ZrythroleucZmies appelZes ZrythroleucZmies de F(femend, 1957)La pathologie induite
par le virus de Friend a ZtZ dZcrite dans diffZrentes réMoesauGachelin, 2008Ney and
D'Andrea, 2000; Ruscetti, 1999}e virus comporte deux souches nommZes en fonction de la
pathologie associZe ~ I0ZrythroleucZmie. La soucte iRluit une ZrythroleucZmie associZe
" une polycythZmie. LOZrythroleucZmie induite par la souchd B&accompagne dOune
anZmie. Cette anZmie est le rZsultat dOune augmentation du volume plasmatique alors que le
nombre dOZrythrocytes a plut™t tendance ~ augmenter. La rZsultante est une diminution de la
concentration des globules rouges. Chaque soucheoggtosZe de deux virus. Le virus
SFFV SpleenFocusForming Virus) est dZficient pour la rZplication et constitue 10ZIZment
pathogene du virus de Friend. Le virusMuLV (FriendMurine LeukemiaVirus) se
comporte comme un virus accessoire du virus SFRaseincapable ~ lui seul dOinduire des
ZrythroleucZmies chez les souris adultes.

Les deux souches du virus de Friend induisent des ZrythroleucZmies se dZveloppant en
deux Ztapes. La premiere Ztape consiste en une prolifZration polyclonale de progZniteurs
Zrythrocytaires (BFLE tardif ou CFUE). Ces progZniteurs ne sont pas transformZs et ont une
faible capacitZ dOawtnouvellemenin vitro. Ces progZniteurs sont toujours capables de se
diffZrencier. La prolifZration et la diffZrenciation de ces progdrstsont indZpendantes de
IOEpo dans le cas de IQinfection avec la souche ta¥dis quOelles sont partiellement
dZpendantes de cette cytokine apres infection avec la soucte Bsins ce dernier cas, les
progZniteurs prZsentent une hypersensibilitZ EpdO Cette Ztape est associZe ~ une

Zrythroblastose et une splZnomZgalie. Dans le cas de IQinfection avec la soudhel&FFV

! "+



souris meurent gZnZralement ~ ce stade du fait dOune rupture deNeeyadad D'Andrea,

2000) La deuxisme Ztape voit [Oapparition de clones transformZs dans la rate et la moelle
osseuse des souris survivantes. Ces clones sont bloquZs dans leur diffZrenciation au stade
BFU-E ou CFUE et prZsentent une capacitZ dGamouvellement illimitZén vitro. Des

lignZes ZrythroleucZmiques peuvent stre dZrivZes " partir de ces clones et sont appelZes

lignZes MEL.

B) fvZnements molZculaires induits par le virus de Friend

1 Activation de IOZrythropossse de stress

Le virus SFFV est dZficiergour la rZplication. La comparaison du gZnome du virus
SFFV avec les sZquences de virus compZtent pour la rZplication ont permis de mettre en
Zvidence que cette dZficience est liZe " la prZsence de dZIZtions dans lgagehes! et °
des mutationslans le geneenv(Clark and Mak, 1984)Le gZnome du virus SFFV ne code
pas de protmncogene cellulairdBenDavid and Bernstein, 1991fn revanche, le genenv
code une glycoprotZine de 55 kDa prZsente "~ la surface des cellules infePE®sd@t le
groupe dOY. lkawa a montrZ quQelle Ztait responsable de la pathogZnicit{Alnaviraet

al., 1990)

1-1 Activation de la voie de signalisation de IOEpoR

La protZine membranaire GP55 interagite@viOEpoR(D'Andrea, 1992) Cette
interaction conduit ~ IQactivation des voies de signalisation dZpendantes de ce rZcepteur.
LOepression forcZe de IOEpoR et de la protZine GP55 dans une lignd2piéndante rend

cette lignZe indZpendante des facteurs de croissance pour sa prolifEtatitim et al.,



1990) Cette interaction explique BZveloppement dOZrythroleucZmies et I0indZpendance vis
~ vis de IOEpo des progZniteurs infectZs au cours de la premisre phase de la maladie.

En revanche, les progZniteurs Zrythroedes infectZs avec la souche anZmique du virus ne
dZveloppent pas dOindZpeweavis ~ vis de IOEpo mais seulement une hypersensibilitZ.
LOinteraction entre la protZine GP55avec IOEpoR nOa pas clairement ZtZ montrZe.
NZanmoins, IOexpression de cette glycoprotZine conduit ~ la formation €& @FprZsence
de faibles doses dOEgaggZrant donc que la protZine GRS®st Zgalement capable
dOactiver IOEp@Ronstantinescu et al., 199&)ne des raisons pouvant expliquer le fait que
cette glycoprotZine ne supporte pas |OindZpendance ~ IOEpo pourrait stre la faible expression
de GP55A " la membrane des progZniteurs Zrythroedes compaexptession de GRB5
(Ruscetti et al., 1981)

La premiere Ztape de la maladie induite par le virus de Friend sOexplique donc par une
activation aberrante de IOEpoR par la glycoprotZine GP55 conduisant ~ une prolifZration des
progZniteurs Zrythogtaires infectZs indZpdante ou partiellement dZpendante de la prZsence

de IOEpo.

1-2 R™|e de-§itk

Les souris homozygotes portant IQallele’flt2locus Fv2 sont susceptibles au virus de
Friend tandis que les souris homozygotes portant IQallsles&wlrZsistantes. D.A. Renset
al. ont montrZ que le locus Fv2 code la tyrosine kinase Stk qui est IOhomologue murin de la
protZine Ron chez IOHomme et de la protZseavchez le poulet. Deux isoformes de cette
protZine existent du fait de deux promoteurs alternatifse fame longue et une forme
courte appelZe Stk. LOisoforme S8tk est produite par toutes les souris susceptibles au
virus de Friend tandis que les souris rZsistantes nOexpriment que la forme longue. Ces

dernieres prZsentent une dZIZtion de trois nuclZotides le promoteur de la forme courte qui



conduit ~ la diminution ou " IOextinction de son expression. La mutation nulle de 1Qaftele Fv2
dans les souches susceptibles rend les souris rZsistantes au virus de Friend. Au contraire, la
surexpression de Stk dans les souris de souche rZsistante les rend susceptibles au virus de
Friend. LOensemble de ces rZsultats montre donc que la protBtie @infere la
susceptibilitZ ~ ce virugPersons et al., 1999)

Le groupede S. Ruscetti a montrZ une interaction ent8tsfla glycoprotZine GP55 et
IOEpoRNishigaki et al., 2001)LOinteraction entre GP55 etk conduit ~ |Oactivation de
cette tyrosine kinase par phosphorylati®e plus, IOexpression deSH est nZcessaire pour
la transformation des fibroblastes induite par le virus SEFlacic et al., 2008Enfin, la
voie de signalisation dZpendante deS8f est nZcessaire pour la prolifZration des
progZniteurs infectZs par le virus de Friend et indZpendants déRdikplstein et al., 2002)
Ces rZsultats montrent donc que IQaction de la glycoprotZine GP55 sur les progZniteurs

Zrythroedes est dZpendante de la formation dOun complexe entre 368t 8DEpoR.

1-3 R™le de la voie Kit/SCF

Les souris mutZes au eau des loci W (White spotting) et Sl (Steel) sont Zgalement
rZsistantes au virus de Friend. Ces deux loci codent respectivement le rZcepteur " activitZ
tyrosine kinase Kit et son ligand SCF (Stem Cell Factor). La signalisation induite par le
couple KitSCF est importante poue contr™le da diffZrenciation etlela prolifZration des
progZniteurs Zrythoytaires. Les souris W et Sl prZsentent de sZveres anZmies qui pourraient

expliquer leur rZsistance au virus de Frighshman, 1999)



Afin de mieux comprendre les mZcanisnmis en jeu dans la rZsistance au virus de
Friend apres mutation de Kit ou SCF, le groupe de R.F. Paulson a analysZ la moelle osseuse et
la rate de souris double hZtZrozygotes W/@eétte Ztude a permis de mettre en Zvidence que
ces animaux prZsentent difificit 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 ~
celui des souris sauvages. De plus, contrairement aux cellules sauvages, les cellules cibles
W/W' de la rate sont incapables de sOamplifier. Cette Ztude montre que les cellules cibles de
la rate ne sont pas les memes que dans la moelle osseuse. Le groupe de R.F. Paulson a mis en
Zvidence que les cellules cibles dans la rate sont les progZnipaienits MEP. De manisre
intZressante, les cellules W/We la rate, en particulier les MEP, nOexpriment pas la forme
Sf-Stk du locus Fv2 dont nous avons vu dans le paragraphe prZcZdent quQelle est importante
pour IOZrythroleucZmie de FriéBdbramanian et al., 2005)

LOensemble de ces rZsultats montre donc que le dZveloppement de la maladie induite
par le virus de Friend est dZpendant de la signalisation inuhiitit/SCF probablement au
moins en partie due au r™le deSQF dans la rZgulation de-Stk. Cette voie joue un r™le
clZ dans la prolifZration des progZniteurs de stress de la rate qui constituent la cible du virus
de Friend. Cette absence de cellutddes dans la rate des souris W/@bnduisant = une
rZsistance au virus de Friend est en accord avec les travaux de Mirand montrant que les souris
ayant subi une splZnectomie prZsentent un retard dans le dZveloppement de la pathologie de
Friend. Dans ceas, |[OZrythroleucZmie se dZveloppe dans I@vand et al., 1961)La rate
constitue donc IQorgane clZ de IQinfection par ce virus. Ces rZsultats suggerent Zgalement que
le virus de Friend utilise la meme voie que celle utilisZe aprepokig conduisant ~

|IGamplification de progZniteurs Zrytiytaires de stress.

1-4 R™|e de BMP4



Un autre gene de rZsistance au virus de Friend est lef gleged-tail) (Axelrad, 1969)
Ce gene corespond au genéMadh5 ou Smad5qui code une protZine impliquZe dans la
signalisation induite par les rZcepteurs aux protZines BMP2, 4Lend@x et al., 2005)Les
souris adultes homozygotes pour la mutatiinne prZsentent aucun phZnotype ~ IOZtat
physiologique. Comme nous avons pu le voir, ces souris prZsentent une rZponse ~ une anZmie
aigYe retardZe par rapport aux souris sauvages (cf. paragraphe & page 1

Le groupe de R.F. Paulson a montrZ que la rZeestdas souris/f est causZe par
IOabsence des cellules cibles du virus de Friend dans la rate. DOautre part, le traitement des
cellules infectZes par le virus de Friend par le BMP4 conduit ~ une augmentation de leur
nombre suggZrant IQimplication de l@\iaduite par BMP4 dans la pathologie de Friend.
Cette Ztude montre Zgalement que IQinfection par le virus de Friend induit IOexpression de

bmp4dans les progZniteurs Zrytbytaires infectZgSubramanian et al.0p8).

LOensemble de ces rZsultats montre donc que le virus de Friend utilise la voie de
|OZrythropossse de stress dZpendante de BMP4. Le modsle proposZ par A. Subetraknian
est que les progZniteurs infectZs de la rate produisent cette protZineciiue signal aux
cellules stromales de la rate. En rZponse " ce signal, ces cellules produisent ~ leur tour BMP4
qui permet aux MEP de la rate de gZnZrer des-BFlé stress qui constituent les cellules
cibles du virus de Friend " IQorigine des clomghbleucZmiquetSubramanian et al., 2008)

(Figure 6).
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Figure 6 : Activation de IOZrythropoeese de stress par le virus de Friend
2- Insertion provirale en amont du gespi-1

LOactivation de la voie de signalisation de IOEpoR par le complexe formZ de la
glycoprotZine ®55 et la protZine Stk nOest pas suffisante pour induire la transformation
des progZniteurs Zrytlytaires infectZs. Cette transformation nZcessite des ZvZnements

molZculaires secondairéRuscetti, 1999)



Le provirus SFFV est capablie sOintZgrer de fason alZatoire dans le gZnome des
cellules quOil infecte. Toutes ces intZgrations provirales ne conduisent pas au dZveloppement
ZrythroleucZmique. Dans 95% des intZgrations conduisant ~ la transformation, le provirus
SFFV sQOintegre en amiodu genespi-1 (SFFV proviral integrationjMoreauGachelin et al.,

1988) Cette insertion conduit ~ IQactivation de la transoriptie ce genéMoreauGachelin
et al., 1989) F. MoreauGachdin et al. et M. Klemzet al. ont montrZ quepi1 code le
facteur de transcription SRIPU.1 (appelZ par la suite SBlappartenant ~ la famille ETS
(Goebl, 1990)

Certaines lignZes de cellules ZrythroleucZmiques dZrivZes de souris infectZes par le
virus SFFV (lignZe SFFV) peuvent tre induites " se diffZrencier par des drogues comme le
DMSO (DiMethylSulfOxyde) ou IODHMBA (HtaMethylene Bis Acetamide). Ces lignZes ont
largement ZtZ utilisZes pour comprendre les mZcanismes de transformation. La diffZrenciation
induite par ces drogues sOaccompagne dOune rZduction de I0expressibn Qhte
corrZlation entre la diffZrenciati et la rZpression d&i1 additionnZe au fait que la tres
grande majoritZ des Zrythroblastes prZsentent une activation de ce gene suggereljue SPI
joue un r™le essentiel dans le dZveloppement ZrythroleucZmique.

LOinfection de cellules de la moellesas® de souris par un rZtrovirus exprimspitl
induit la prolifZration de blastes aux caractZristiques Zrythroedes. Ces cellules ressemblent
morphologiquement aux cellules ZrythroleucZmiques de Friend et sont bloquZs dans leur
diffZrenciation au stade BFE ou CFUE (Schuetze et al., 1993Fes rZsultats montrent que
SPH1 est capable dOimmortaliser les cellules Zrythrocytaires. De manisre cohZrente avec ces
rZsultats, 10inhibition dspir1 par siARN dans les cellules MEL permet la reprise de leur
diffZrerciation au dZtriment de leur prolifZratightar and Levi, 2005)

Afin dOapprZhendar vivo le r'™le de SRIdans le dZveloppement ZrythroleucZmique,

F. MoreauGachelinet al. ont dZveloppZ des souris transgZniques exprispaft™ partir de

! *Q



la LTR (Long Terminal Repeat) du virus SFFV. De maniere similaire ~ la pathologie induite
par le virus de Friend, ces souris dZveloppent des ZrythroleucZmies en deufVidiazes
Gachelin et al., 1996)

LOensemble de ces rZsultats montre que le factedrj8Rt un r™le essentiel dans le
dZveloppement ZrythroleucZmique en permettant la prolifZration et le blocage de la
diffZrenciaion des Zrythroblastes.

Les mZcanismes mis en jeu par le facteuriS&iront traitZs dans la prochaine partie de

cette introduction bibliographique.

3lnactivation du gene p53

Les clones dZrivZs des souris infectZesl@airus de Friend prZsentent de maniere
rZcurrente des mutations au niveau du gene p53. Ces mutations peuvent stre des dZIZtions
(Munroe et al.,, 1988)des mutations ponctuellgdlunroe et al., 1990pu encore des
insertions provirale$Chow et al., 1987)LOensemble de ces donnZes supporte IOhypothese
que IQinactivation de p53 est importante pour le destognt ZrythroleucZmique. En accord
avec cette hypothese, la surexpression dOune protZine p53 sauvage dans les cellules MEL
permet de relancer leur processus de diffZrenciation au dZtriment de leur prolifZration
(Johnson et al., 1993)

Afin de dZterminein vivo le r'™le de p58ans la pathologie induite par le virus de

Friend, le groupe de L.L. Kelley a infectZ des souris sauvages el aB&c le virus FVP.
Ces expZriences ont permis de montrer que les sourig- pBfectZes dZveloppent des
ZrythroleucZmies plus rapidementegles souris sauvages et prZsentent une survie moins
importante(Prasher et al., 2001)

LOinativation de p53 est donc un ZvZnement important pour la tumorigZnicitZ du virus

de Friend.



4- Autres mutations observZes dans les souris transgZniqugs SPI

Une revue de F. MoreaBachelin rZsume les rZsultats obtenus avec son enddel
souris transgZnique SBI(MoreauGachelin, 2008) Comme nous IQavons vu, ces souris
dZveloppent des ZrythroleucZmiasiksiires aux ZrythroleucZmies de Friend. En revanche,
bien que bloquZs dans leur processus de diffZrenciation, les Zrythroblastes exgmithant
restent dZpendants des cytokines pour prolifZrer et ne sont pas transformZs. Dans 86% des
tumeurs, les auteursnt observZ des mutations dans le gene codant le rZcepteur Kit. La
majoritZ des mutations observZes concerne le domaine catalytique de Kit rendant son activitZ
indZpendante de la prZsence du ligand SCF. Ces donnZes suggerent donc que IQactivation
constitive de Kit est nZcessaire ~ la transformation des Zrythroblastes. En revanche, ces
souris nOexpriment pas la glycoprotZine GP55. LOabsence de production de cette protZine
pourrait expliquer la dZpendance -Visis de |Oactivation constitutive de Kit polar

transformation cellulaire.

B) Pathologie induite par le virus FMuLV seul

LOinfection de souris adultes par le virusMiLV seul ne conduit pas au
dZveloppement dOZrythroleucZmies. En revanche, les souris ruieednfectZes par ce
virus dZveloppet une ZrythroleucZmie (Mac Donaltal, 1980).

Deux semaines apres infection par le virusMELV, les souris nouveanZes
dZveloppent une anZmie sZvere due ~ IOhZmolyse des progZniteurs Zrythroedes. Cette anZmie
est suivie dOune splZnomZgalie associde rZticulocytose. Peu de temps apres, IOanZmie est
partiellement corrigZe chez les animaux nOayant pas subi de splZnectomie. En revanche, chez

les souris splZnectomisZes, cette anZmie sOaggrave. Ces expZriences indiquent que IQinfection



par le virus FMuLV active 10Zrythropoeese de stress dans la rate nZcessaire pour corriger
|IGanZmigSitbon et al., 1986)

Dans un deuxime temps, entre 30 et 70 jours, IOhZmatocrite des souris infectZes chute
nouveau. Contrairement ~ la chute prZcoce de IOhZmatocrite dZcrite prZcZdemment, cette
deuxisme diminution est associZe ~ une diminution du nombre de rZticulocytes indiquant un
blocage de IOZrythropoe«{&itbon et al., 1986)

Ces rZsultats indiquent donc que la pathologie induite par le iMiSLF, comme
celle induite par le complexe de Friend entier, est un processus en deux Ztapes. La premiere
Ztape est caractZrisZe par |Oamplification de progZniteursc¥tgite® dans la rate. Ces
progZniteurs sont toujours capables de se diffZrencier. La deuxftape consiste en
|Oapparition de clones ZrythroleucZmiques incapables de se diffZrencier. Des lignZes de

cellules ZrythroleucZmiques peuvent Zgalement stre dZrivZes de ces clones.

1 Activation de la voie de signalisation EpoR

Contrairenent au virus SFFV, le gZnome du virusMBELV ne code pas la
glycoprotZine gp55 qui, comme nous avons pu le voir prZcZdemment, confere I0indZpendance
vis " vis de IOEpo. NZanmoins, des lignZes ZrythroleucZmiques dZrivZes de souris infectZes
par le virus FMuLV deviennent indZpendantes de IOEpo apres retransplaritation. Afin
de comprendre les mZcanismes mis en jeu dans le dZveloppement de cette indZpendance, le
groupe de Y. Ben David a examinZ I|Oexpression de IOEpo dans plusieurs lignZes
ZrythroleucZigues EpeindZpendantes. 80% dOentre elles produisent cette cytokine " la suite
dOun rZarrangement gZnique et non dOune insertion provirale. LOinjection de lignZes Epo
indZpendantes dans les souris BALB/c entra’ne une mort des souris plus prZcocement que

IQinjection de lignZes Ep@dpendantes dans les memes souris. Ces rZsultats montrent une



corrZlation entre |Oactivation de IOEpo et la tumorigZnicitZ du -Whuks\F (Howard et al.,
1996)

En rZsumZ, la padlogie induite par le virus-MuLV implique |Oapparition de clones
indZpendants de IOEpo pour leur croissance et leur survie. Le mZcanisme conduisant ~ cette
indZpendance est diffZrent de celui induit par le virus SFFV. Dans le cas du-MuisvE
un rZarangement du gene de IOEpo est observZ dans une grande majoritZ des clones

ZrythroleucZmiques conduisant ~ une boucle autocrine.

2- IntZgrations du provirus-MuLV dans le gZnome

Comme le provirus SFFV, le provirusNfULV est capable de sOintZgrer de nmanie
alZatoire dans le gZnome. Seules certaines intZgrations provirales conduisent au

dZveloppement ZrythroleucZmique.

2-1 IntZgration provirale au niveau du locus fli

Plusieurs groupes ont montrZ une intZgration du providsilEV au niveau du locus
fli-1 dans 75% des lignZes ZrythroleucZmiques dZrivZes de souris infectZes pa(Benvirus
David et al., 1990; Sels et al., 199P¢ groupe dOA. Bernstein a pu mettre en Zvidence que ce
locus est situZ au niveau du@mosome 9. Le meme groupe a montrZ que cette intZgration
provirale conduit ~ IQactivation de I0expression de ce gene. Ce gene code le facteur de
transcription FLi1 appartenant ~ la famille ET®enDavid et al., 991)

Afin de dZterminer la contribution du facteur FLIdans le dZveloppement
ZrythroleucZmique, le groupe de F. MorlZ a surexpfiimZdans la lignZe SFFV 745A et

testZ |Qeffet de cette surexpression sur la diffZrenciation induite par IOHMBA. La



surexpression de ce gene conduit ~ une rZduction du pourcentage de cellules hZmoglobinisZes
indiquant donc que FE1 bloque la diffZrenciation des cellules 745A en rZponse ~ IOHMBA
(Starck et al., 1999)DOautres grpas ont Zgalement entrepris de surexprifiielr dans les
lignZes ZrythroleucZmiques humaines K562 et HEL ainsi que dans des Zrythroblastes aviaires
immortalisZs par la protZine themsensible ts/-sea. Les cellules K562 et HEL ont la
capacitZ de se diff@ncier en cellules Zrythroedes sous IQaction dOinducteur chimique comme
IOhZmine. La surexpressionflitd dans les cellules K562 ou HEL traitZes par IOhZmine, qui
rZduit le taux de transcrifé-1 endogene, induit une diminution du pourcentage de lesllu
hZmoglobinisZes par rapport aux cellules contr{Atbsnasiou et al., 2000)Enfin, les
Zrythroblastes aviaires surexprimant le rZcepteur murin de IOEpo se diffZrencient et cessent
leur prolifZration en prZsea de cette cytokine tandis que IOabsence dOEpo induit leur mort
par apoptose. La surexpression fel murin dans ces Zrythroblastes bloque leur
diffZrenciation en rZponse ~ IOEpo et maintient leur prolifZration. En absence dOEpo, la
surproduction de FL1 maintient la survie de ces Zrythroblagtesreira et al., 1999Fn
accord avec ces rZsultats, IOexpression dOun demZigatit de FL41 qui bloque son activitZ
transcriptionnelle induit une apoptose massive,arrst de prolifZration et la reprise de la
diffZrenciation des cellules ZrythroleucZmiques GBS et al., 2009)

FLI-1 contribue donc au dZveloppement ZrythroleucZmique en maintenant la survie et la
prolifZration des Zrythroblastes au dZtriment de leufréificiation. Les mZcanismes mis en
jeu par FL}1 dans le contr™le de ces trois processus seront traitZs dans la prochaine partie de

cette introduction.

2-2 IntZgration provirale au niveau du locus 8



Le groupe d& Bernstein a mis en Zvidence un autre siintZgration rZcurrent du
provirus FMuLV au niveau du locudli-2 (Friend Leukemia virus Integration site 2). Ce
rZarrangement appara’t dans trois des trente lignZes analysZes dont deux induites par le virus
F-MuLV (lignZes CB3 et CB7) et une lignZeliite par le virus FWP (lignZe DP2®) (Ben
David et al., 1992)Ce meme groupe a clonZ IOADNc de ce locus qui correspond au gene
codant la protZine hnRNP Al qui est impliquZe dans IOZpissage. Cette intZijudtéoens
aval du gene, est associZe " la rZpression de IQexpression de ce gene. De plus, dans la lignZe
CB3, 10intZgration a lieu sur les deux allsles conduisant " la perte totale de IOexpression de ce
gene. Cependant, |Qimplication de hnRNP Al dans leegsas ZrythroleucZmique a ZtZ
invalidZe par le groupe. Ben-David (Ben-David et al., 1992)

DOautregtudes menZes par le groupé.d@n-David ont permis de mettre en Zvidence
un autre ADNc associZ au lodiis2. Il sOagit de IDADNc du gene codant la-smitZ p45 du
facteur de transcription NE2 (Nuclear Factor Erythroid 2). LOintZgration du provirus F
MuLV au niveau du locudli-2 est associZe " la rZpression de I0expression de ce gene.
Comme hnRNP Al, pa8%-E2 nOest pas exprimZ dans la lignZe CB3 dans laquelle
IOintZgration est associZe " la perte de IQautrdlali¢¢ al., 1994)

La protZine NFE2 est un facteur de transcription de type leucine zipper. Ce facteur est
un hZtZrodimere composZ des saniZs p45 et p18. La sousitZ pl8 est un membre de la
famille des oncoprotZines Maf et est exprimZe dans de nombreuxAisdusws et al., 1993;
lgarashi et al., 1994En revanche, la soumitZ p45 nOest ekpZe que dans les cellules
Zrythrocytaires, les mZgacaryocytes et les masto(juedrews et al., 1993)Les souris
dZficientes en soumitZ p45 prZsentent une Zrythropoeese dZfectueuse caractZrisZe par des
hypochromies, des anisocytoses et des rZticulocytoses montrant le r™le crucial jouZ par cette

protZine dans la production des globules rogigesin et al., 1999)



La perte de IOexpression de p45 dans la lignZe CB3 est associZe ~ |Oabsence
dOexpression des genesgitebines alphaet betasignant la diffZrenciation Zrythrocytaire. La
rZexpression de p45 NE2 dans cette lignZe induit [Oexpression de ces memes genes. Ces
rZsultats montrent que p45 NE2 est importante pour IOexpression des genes de globines et la
diffZrenciation Zrythrocytairg.i et al., 2001; Lu et al., 1994)

DOautre part, I®infection de souris sensibles p&2Nar le virus FMuLV accZlere
le processus ZrythroleucZmique par rapport ~ des souris sauvages. La rZexpression de p45 NF
E2 dans des lignZes dZrivZes de ces smlggtit leur prolifZration(Li et al., 2001) Ces
rZsultats montrent que p45 NBR est un rZgulateur nZgatif de la prolifZration.

LOabsence de p4548R contribue " la pathogZnicitZ du virudVILV en permettanta

prolifZration des cellules ZrythroleucZmiques au dZtriment de leur diffZrenciation.

2-3 IntZgration provirale au niveau du locus3li

Le groupe dQ Ben-David a mis en Zvidence un troisisme sit@iotZgration du provirus
F-MuLV au niveau du loculi-3 (Friend Leukemia Integration site 3), dans 50% de lignZes
ZrythroleucZmiques de Friend p53a®exprimant péis-1.

Chez la souris, il est situZ sur le chromosome 14. Ce locus prZsente une forte
conservation de sZquence, y compris dans les ssuélanquantes, avec son orthologue
chez IOHomme. Ce locus, situZ sur le chromosome 13931 chez IOHomme, est dZcrit pour
contenir un cluster de six MIARN (miE7, miR18, miR19a, miR20, miR19b et miR92a)
appelZ miRL7-92. Le groupe de Y. BebPavid a pumontrer que 10intZgration du provirus F
MuLV au niveau du locu8li-3 conduit ~ la surexpression de ce cluster de miARNi et al.,

2007)
Ce cluster est compris dans le troisisme intron du transcrit non c@d&otrf25dont le

seul r™le connu est de produire ce cluster.cheibuions de ce cluster de miARRBu



dZveloppement etux maladies sont documentZes dans la revue de J.T. Mendell (Mendell,
2008). Cette revue met en Zvidence le potentiel oncogZniqueisieraniR17-92. A titre
dOexemple, L. Het al. ont montrZ que IOexpression forcZe de ce cluster dans les souris
transgZniquesfEmyc (souris surexprimamycsous le contr™le du promoteur de la cha’ne

des immunoglobulines) accZlere le lymphome ~ cekuB induit par MYQHe et al., 2005)

Afin dOZtablir le r™le flie3 dans le dZveloppement des ZrythroleucZmies de Friend,
J.W. Cuiet al. ont surexprimZ le cluster miR-92 entier ou le cluster tronquZ contena
uniquement miR92 dans la lignZe HB6B. Cette lignZe prolifere en prZsence dOEpo et de
SCF tandis quQelle se diffZrencie en prZsence dOEpo seule. La surexpressiti-82 auiR
de miR92 dans les cellules HBE® altere la rZponse cellulaire ~ IOEponeaintient une
prolifZration au dZtriment de leur diffZrenciation. Toutefois, la prolifZration et le blocage de la
diffZrenciation engendrZs par m#R sont moins importants que pour le cluster entier. Ces
rZsultats montrent que le cluster nfiR92 est inpliquZ dans la prolifZration et IQarret de
diffZrenciation des cellules ZrythroleucZmiques et que92iROest pas le seul miARN actif

de ce clustefCui et al., 2007)

3- Inactivation de p53

Les lignZes ZrythroleucZmiques Epo indZpendantes dZrivZes de souris infectZes par le
virus FMuLV prZsentent frZquemment des mutations au niveau du gene p53 pouvant stre des
mutations ponctuelles ou des dZIZtidiHeward et al., 1993)Cette observation suggere que
IOinactivation de p53 pourrait stre impliquZe dans le processus ZrythroleucZmique.

Afin de tester cette hypothese, le groupe de Y.-Bawid a comparZ |OZvolution de
IOZrythroleucZmie apres infection parvirus FMuLV entre des souris BALB/c sauvages

pour p53 et des souris BALB/c p58. Cette Ztude a permis de mettre en Zvidence un



dZveloppement plus rapide de la maladie chez les souris dZficientes pgWaptsRet al.,
1999)
LOinactivation de p53 est donc Zgalement un ZvZnement crucial pour le dZveloppement

ZrythroleucZmique induit par le virusMLV.

En conclusion, le virus de Friend composZ des rZtrovirus SFF\WeLF induit des
ZrythroleucZmies chezsauris en altZrant la voie de signalisation dZpendante du rZcepteur de
IOEpo, en inactivant p53 par mutagenese et enfin en activant ou en rZprimant IOun ou IQautre
dOun tres petit nombre de rZgulateurs dont deux facteurs de transcription de la famille ETS,
facteur de transcription important pour la diffZrenciation Zrythrocytaire et un cluster de

miARNSs.

1l - Contributions des facteurs SPil1 et FLI-1 " |la transformation des

Zrythroblastes

A) La famille ETS (Figure 7)

Les facteurs de transcription FLIet SP-1 appartiennent ~ un groupe de facteurs
appelZ famille ETS. Cette famille regroupe une trentaine de facteurs de transcription. Ces
facteurs sont caractZrisZs par la prZsence dOun domaine de liaison ~ IOADN de 85 acides
aminZs appelZ domaine ET®: domaie a une conformation en hZlizrir-hZlice prZsentant
une forte homologie entre chaque membre de la famille, la plus faible Ztant de 35% entre les
facteurs ETSL et SPi1. Ces facteurs reconnaissent un motif consensus appelZ site ETS et

dont la sZquenc®eur est 5A5GAA-3QWasylyk et al., 1993)
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Figure 7 : Les facteurs de transcription de la famille ETS (dOapres Wei al, 2010)

La famille ETS comprend 27 facteurs de transcription portant un domaine de liaison ~ |
fortement homologue appelZ domaine ETS (carrZ bleu). Ce domaine permet la reconnaissa
site ciur consensus GGAA/T.

La sZquence environnant cette courte sZquence est variable en fonction des facteurs perm
sous-classificatioen quatre groupes (I, lll& etlib), Il et IV).



B) Contributions de FLI-1 et FI-1 " la diffZrenciation Zrythrocytaire

normale

Les Ztudes dZmontrant un r™le des facteurd Ftl SPI1 dans IOhZmatopoeese
physiologique sont recensZes dans les revues de R.P. De Koter et de A.H(Dekwtg et
al., 2007; Truong and Bebavid, 2000) Ainsi, les Ztudes rZfZrencZes dans ces revues
montrent unecontribition de SPI1 dans les diffZrenciations monocytaire macrophagique et
lymphocytaire B tandis que lesntribuions de FLI1 sont nZcessairesd mZgacaryopoesse
et ~ la vasculogenese. Cette partie traitera exclusivement des Ztudes dZtaillant les

contributions de FL:IL et de SRI dans la diffZrenciation Zrythrocytaire.

1- SPHL est nZcessaire pour |Oaetouvellement des

progZniteurs Zrythrosdes

La contributionde SPi1 dans la diffZrenciation Zrythrocytaire a ZtZ apprZhendZe par
des expZriences de surexpression et dOinvalidation chez la souris et chez le poulet. Comme
nous I0avons vu dans la partie prZcZdente, les souris surexgpriadZvéoppent des
ZrythroleucZmies similaires aux ZrythroleucZmies de FriptateauGachelin et al., 1996)

De la meme maniere, la surexpression sig-1 maintient la prolifZration et la survie des
Zrythroblastes avigds au dZtriment de leur diffZrenciation induite par la voie de signalisation
activZe par Ep&poR. En revanche, en absence de EpoR fonctionnell $lest plus
capable de remplir ses fonctionQuang et al., 1997)Pereira et al., 2000)La
phosphorylation de SHI sur plusieurs rZsidus sZrine est importante pour ses fonctions

transcriptionnelles. LOinhibition de la voie PI3K/Akt induit comme le DMSO une reprise de la



diffZrenciation des cellules MEL. La reprise de la diffZrenciationasZIZe "4 rZduction du
taux de protZine SHI phosphorylZeuis ~ ure rZduction du taux de protZine totaBes
rZsultats montrent donc que SPést une cible de la voie PI3K/Akt qui est activZe en rZponse
"~ 1OEpo (Breig, 2010). Ces rZsultats indigfudonc que SP1 est activZe en rZponse " la voie
de signalisation activZe par EEPOR et cooperent avec cette voie pour assurer la
prolifZration et la survie des Zrythroblastes au dZtriment de leur diffZrenciation.

Les groupes de H. Singh et R.A. Makit dZveloppZ deux modsles de souris-SPl
Ces deux modeles donnent des rZsultats contradictoires concernant la contribution de ce
facteur™ 1OZrythroposese. En effet, les souris du groupe de H. Singh prZsentent une anZmie
tandis que celle de R.A. Make prZsentent aucun dZfaut ZrythroposZ{ide&ercher et al.,

1996; Scott et al., 1997)

Des analysem vitro ont ZtZ entreprises par le groupe de E.W. Scott afin de tester |Qeffet
de IOabsence de SPbsur lesprogZniteurs Zrythegtaires. lls ont donc mis en culture des
BFU-E de souris sauvages ou SPlen prZsence de cytokine favorisant leur amplification.
Alors que les BFLE sauvages sOamplifient dans ces conditions, lesEBEBL™ ne
proliferent plus (Fisher et al., 2004)Afin dOZtablir plus prZcisZment le ifévo de SPi1
dans 10Zrythropoeese, le groupe de P. Kastner a dZveloppZ un nouveau modele de souris
transgZnique dans lesquelles IDADNCc de laipeotifiorescente GFP est intZgrZ dans IOexon
1 despil. Les souris portant [Oallpi1%° prZsentent un dZficit en BFE)et un exces en

1°® cultivZes dans des conditions permettant

CFU-E. Les cellules de foie fital spr
|IOamplification des progZniteuts/thraytaires proliferent moins que les celluh&;;;frl”+ et

se diffZrencient plus vite. De plus, la rZexpressiospid dans ces cellules restaure une
prolifZration au dZtriment de leur diffZrenciat{@ack et al., 2004)

Ces rZsultats montrent que SPhtervient dans IQautenouvellement des progZniteurs

Zrythraytaires et joue un r™le inhibiteur drur diffZrenciation. Cetteontribition est



cohZrente avec son expression dans les prZcurseurs Gmgiee et son absence
dOexpression dans les stades plus tardifs de diffZren(Baitknet al., 2004; Hronsaet al.,

1993)

2-  FLI-1 contribue ~ la prolifZration des progZniteurs

Zrythrocytaires au dZtriment de leur diffZrenciation

Nous avons pu voir prZcZdemment que la surexpressiftinldgans les Zrythroblastes
aviaires maintient leur prolifZration et lesurvie et bloque leur diffZrenciation induite par
IOEpdPereira et al., 1999 ependant, contrairement aux souris transgZniques surexprimant
sptl, les souris surexprimantli-1 ~ partir du promoteur H2 (promokur de gene
dOhistocompatibilitZ) ne dZveloppent pas dOZrythroleucZmies. Elles dZveloppent une maladie
rZnale causZe par IQinfiltration de lymphocytes Fraatifs rZsistants ~ |Oapopté&eang
et al., 1995) NZanmoins, IOabsence de phZnotype Zrythrocytaire pourrait sOexpliquer par une
expression plus faible di&-1 dans ces souris que celle observZe par exemple dans les cellules
ZrythroleucZmiques de Friend. En effet, le niveau de surexpressithrl dteirt dans ces
souris nOexcede pas deux fois le niveau de la protZine endogene.

LOinvalidation defli-1 chez la souris conduit ~ une tres forte diminution des
progZniteurs Zrythrocytaires dans la moelle ossggpgopallos et al., 2000)Cependant,
ces souris prZsentent Zgalement des hZmorragies rendant difficile IQinterprZtation de cette
diminution. LOanalyse de la population issue de la rZgion AGM {BortadMesonephros)
de souridli-17 = E10 montre que les Ztybblastes polychromatophiles et orthochromatiques
sont prZsents en nombre plus important que les proZrythroblastes et les Zrythroblastes
basophiles, signant une diffZrenciation accZIZrZe. De plus, la population AGM deffi sburis

" est composZe dOunpyrand nombre dOZrythrocytes que les souris sa(agesia et al.,



2001) Le grope de F. MorlZ a dZveloppZ un modele dOinvalidation conditionnelielde
chez la souris afin dOZtablir le r™le delFdans IOhZmatopoeese adulte. Parmi les effets
observZs, nous pouvons noter une augmentation du nombre dé BFde CFLE expliquZe
par une augmentation du nombre de MEP et par une plitbatdengagement du MEP vers
la lignZe Zrythrocytaire plus importante. En revanche, les colonies formZes par ces
progZniteurs sont plus petites apres invalidatiorflidé. Les auteurs ont mis en aulé les
MEP sauvages et dZIZtZs pour-ELpendant 7 jours et ont mesurZ la prolifZration et le
pourcentage de cellules TER119 positives. LOamplification des MEP dZIZtZs est environ deux
fois moins importante que celle des MEP sauvages indiquant uneioAdieta prolifZration.
De plus, des analyses complZmentaires ont mis Zgalement en Zvidence une accZlZration de la
diffZrenciation des Zrythrocytes dans les sourisIFL(Starck et al., 2010)

LOensemble de ces rZsultats dZmontre quel Rhvorise la prolifZration des

progZniteurs Zrythoytares au dZtriment de leur diffZrenciation.

LOensemble des Ztudes prZsentZes dans cette partie met en Zvidence des contributions

similaires de SP1 et de FLi1 dans IOZrythropoesse.

C) MZcanismes mis en jeu par FL41 et SPHL dans la transformation du

lignage Zrythrocytaire

Comme mentionnZ dans la partie prZcZdente, la production constitutive des facteurs
FLI-1 et SPI1 est un ZvZnement rZcurrent des ZrythroleucZmies de Friend. Cette partie tentera
de dresser le bilan des mZcanismes actuellement connusqudrtibuer aux effets de ces

deux facteurs de transcriptiohableau 1).



(Lebigotet al., 2003)

PARTENAIRES
A PROTfIQUES
SPI-1 GATA-1
(Rekthmaret al., 1999)
(Rekthmneet al., 2003)
(Stopkaet al., 2005)
TLS - P54
(Hallier et al., 1996)
(Hallier et al., 1998)
(Delvaet al., 2004)
p53 b p73
(Tschanget al., 2008)
FLI-1 EKLF - GATA-1
(Starck et al., 2003)
SMAD3
(Ravasiet al., 2010)
B
GéNES CIBLES GéNES CIBLES
ACTIVfS RfPRIMfS
SPI-1 FLI-1 Genes cibles de
(Starck et al., 1999) GATA-1
CDK6 (Rekthmaret al., 1999
(Matushankiet al., (Rekthmaret al., 2003
2003) (Stopkaet al., 2005)
(ChoZet al., 2010)
FLI-1 BCL-2 Genes cibles dOEKLF
(Lesaultet al., 2002) (Starck et al., 2003)
MDM-2 Rb
(Truong et al., 2005) (Tamiret al., 1999)
SLAP SHIP-1

(Lakhantalet al., 2010

Tableau 1: Partenaires et genes cibles de FLI-1 et SPI-1 contribuant aux fonctions d

SPI-1 et FLI-1 dans la transformation du lignage Zrythrocytaire

B : Les genes Zcrits en caractsres gras correspondent des genes dont la rZgulation par
SPI-1 est associZe au recrutement du facteur ETS (montrZ par ChIP ou EMSA). Le:
Zcrits en caractere normal correspondent ~ des genes dont le recrutement de SPI-1 ou ¢

sur les promoteurs nOa pas ZtZ documentZ.




1- MZcanismes impliquZs dans les contributions delSRa transformation des

Zrythroblastes

1-1 Partenaires protZiques de SPI

Antagonisme fonctionnel ent&PF1l et GATA1

Comme nous avons pu le voir, SPIparticipe au blocage de la diffZrenciation des
cellules ZrythroleucZmiques de Friend. Dans le but de dZterminer les mZcanismes par lesquels
SPH1 bloque la diffZrenciation des cellules Zrythrocytairesgreeipe dOA.l. Skoultchi a
cherchZ des interactions possibles entrelS&tldes facteurs de transcription Zrythrocytaires
prZsents dans les cellules MEL tels que EKLF et GAT@u des cofacteurs de transcription
comme FOGIL. Par des expZriences d&§T- pull downE et de coimmunoprZcipitation dans
les cellules MEL, ce groupe a pu montrer une interaction directe entré S8PGATAL.
Cette interaction nZcessite le domaine ~ doigt de zinc de GA&Ales domaines de liaison ~
IOADN et de transactivation 8®+1 et conduit ~ IQinhibition de IOactivitZ transcriptionnelle
de GATA-1 (Rekhtman et al., 1999)

RZciproquement, C. Nerlat al. ont montrZ que GATA est Zgalement capable de
rZprimer les fonctions transciipnnelles de SP1 (Nerlov et al., 2000) De manisre
intZressante, la surexpression dOune protZine @GAflisionnZe au domaine de liaison au
ligand du rZcepteur aux androgenes induit la diffZrenciation dedeseMEL en prZsence
dOoestradiol et attZnue la tumorigZnicitZ de ces memes céBhles et al., 2003)Ces
rZsultats suggerent IQexistence dOun antagonisme fonctionnel entrel @ATIPIL qui
conditionneraite choix entre prolifZration et diffZrenciation des Zrythroblastes.

Afin de mieux comprendre comment SPinhibe les fonctions transcriptinelles de

GATA-1, le groupe dIl. Skoultchi a menZ des expZriences dOimmunoprZcipitation de la



chromatine (ChIP)ahs les cellules humaines U20S en prZsence ou en absenceldz §€|
GATA-1. Ces expZriences ont permis de montrer quelS&it recrutZ au niveau des
promoteurs cibles de GATA via son interaction avec ce dernier. DOautre part, ils ont pu
montrer unenteraction entre SP1 et pRb dans les cellules MEL. Un mutant-3Rhcapable
dOinteragir avec cette protZine est incapable de rZprimer -GAGtAde bloquer la
diffZrenciation de ces cellul¢Rekhtman et al., 2@). Ces donnZes suggerent la formation
dOun complexe GAFASPIL-pRB qui rZprime IQersgssion des genes cibles direotle
GATA-1 et conduit au blocage de la diffZrenciation.

De nouvelles expZriences de ChIP menZes par le meme groupe dans les cellules MEL
ont permis de montrer que la prZsence delSe de pRb au niveau de ces rZgions est
associZe ~ une mZthylation de la lysine 9 de IOhistone H3 (H3K9) marquant un Ztat rZpresseur
de la chromatine. Les auteurs ont pu mettre en Zvidence-riecresement ddOHistone
methyltransferase Suv39h dZcrite pour interagir avec pRB et de la protZide HP1
LOinduction de la diffZrenciation de ces cellules par la surexpression dOune protZide GATA
fonctionnelle ou par le DMSO ou encore par la rZpressi@pidepar nterfZrence par IDARN
est associZe " la perte du recrutement du complexd-BRB-Suv39hHP1 sur les sites
GATA-1 tandis que GATAL est toujours prZsent sur ces rZgions. LOabsence de ce complexe
rZpresseur sOaccompagne dOun Zchange dOhistones avetiotOutiZvariant dOhistone
H3.3 et IQacZtylation de H3K9 signant un Ztat permissif de la chrorhéifristone acZtyl
transfZras€BP, connue pour interagir avec GATA est Zgalement recrutZe au niveau des
sites GATAL (Stopka et al., 2005)

SPF1 crZe donc une structurerematinienne rZpressive conduisant ~ la rZpression des

genes cibles de GATAL et au blocage de la diffZrenciation des cellules MEdjufe 8).
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Figure 8 : MZcanismes moIZ~cuIaires conduisant au blocage de la diffZrenciation des cellules
MEL par SPI-1 (dOapreStopka, 2005)

Dans les cellules MEL non diffZrenciZes (partie gauche), SPI-1 est recrutZ au niveau (
GATA via GATA-1 etco-recruteles protZinepRb, Suv39h et HP1 conduisant ~ la mZthylation
H3K9. Cette structure chromatinienne fermZe rZprime IQexpression des genes cibles de G,
contribue au blocage la diffZrenciation des cellule MEL.

LOinversion de la stichiomZtrie relative des facteurs GATA-1 et SPI-1 soit par la surexpr
de GATA-1, soit par des drogues chimiques comme le DMSO ou IOHMBA ou encore
erressmn despi-1 par siARN induit la diffZrenciation des cellules MEL (partie droite). Ce
diffZrenciation sOaccompagne de IQintZgration de IOhistone H3.3 et le recrutement de CBP

~ 10acZtylation de H3K9. Cette structure chromatinienne ouverte permet la rZexpression d
cibles de GATA-1.

Interaction avec des facteurs dOZpissage

Des expZriences deG3ST-pull downE et de coimmunofcipitations ont Zgalement
mis en Zvidence une interaction entre-SRt les facteurs dOZpissage TLS et'h®es deux

facteurs sont capables de lier IDARN et favoriser la sZlection du site 50 dOZpissage le plus



distal des ARNm. LOinteraction avec-SRImpeche la fonction de TLS sur un minigene E1A
et rZprime Zgalement 10Zpissage dOun minigene de globine beta contenant ses deux premiers
exons sZparZs par un intr@fallier et al., 1998; Hallier et al., 199@8)Oanalyse fonctionnelle
de mutants de SHI dZpourvus de diffZrents domaines a permis de mettre en Zvidence que cet
effet nZgatif de SP1 sur IQactivitZ de TLS est dZpendante de son domaine de liaison ~ IOADN
et de son domaine de transactivatipelva et al., 2004)DOautre part, IQanalyse de I0Zpissage
du minigene E1A placZ sous le contr™le dOun promoteur rZpondant ou rbra p8Rhis de
montrer que |OactivitZ de liaison ~ IOADN delS@&st nZcessaire pourtecfonction de SP1
(Guillouf et al., 2006) Pris ensemble, ces rZsultats montrent IOimportance du domaine de
liaison ~ IOADN dans les effets de 9Pdur I0Zpissage.

La rZduction du taux de protZiB®F1 induite par le DMSO est corrZlZe " 1Qinclusion
de I0exon 16 dume codant la protZine 4.1R. Cet ZvZnement est Zgalement observZ au cours
de la diffZrenciation Zrythrocytaire normale. LOexon 16 code une partie du domaine de liaison
" |Qactine et " la spectrine permettant IOancrage de la protZine 4.1R ~ la membmaingelu gl
rouge. La surexpression deil dans les lignZes SFFV etMuLV rZduit significativement
IOinclusion de cet exon. A IQinverse, la rZpressicspide par SiARN augmente cette
inclusion (Blaybel et al., 2008Theoleyre et al., 2004)Ces rZsultats montrent que SPI
contr™le I0Zpissage de I0exon 16 dd.gfe

SPF1 pourrait donc contribuer au blocage de la diffZrenciation Zrythrocytaire en

rZgulant des ZvZnements dOZpissage.

Interaction avec les membres lddamille p53

Des expZriences de -@@munoprZcipitations menZes dans les cellules leucZmiques
REH ont montrZ une interaction entre Pét les facteurs de transcription p53 et p73. La

rZpression depi1 par shARNconduit ~ une augmentation du taux daniscrits ciblZs par ces



deux facteurs comme p21 ou encore Bax. Ces rZsultats suggerent gLig@@Plait inhiber
les activitZs transcriptionnelles de p53 et fl&&han et al., 2008)

Cette Ztude menZe dans umteate non ZrythroleucZmique suggere quOune des
contributions de SP1 " la rZsistance ~ IOapoptose et ~ IQarret de prolifZration pourrait stre
dOinhiber les fonctions transcriptionnelles de ces deux facteurs de transcription. Des Ztudes

menZes dans leslicées MEL doivent stre entreprises pour pouvoir tester cette hypothese.

1-2 Identification de genes cibles de SPlimpliquZs dans ses

contributions

Une des hypotheses expliquant la contribution de-BBU phZnotype leucZmique est
que ce facteur dZrZgulgréDexpression de genes impliquZs dans ce processus. Plusieurs
Ztudes ont ZtZ rZalisZs afin dOidentifier ces genes. Cette partie traitera de certains genes dont la
contribution dans les effets de SPHans la prolifZration et le blocage de la diffZrdiuia

des Zrythroblastes a ZtZ montrZe.

SPLE1 est un activateur transcriptionnel du g#hel

Le groupe de F. MorlZ a mis en Zvidence que toutes les lignZes dZrivZes de souris
infectZes par le virus de Friend et exprimapil expriment Zgalement le gerfli-1. Le
traitement par IOHMBA de la lignZe 745A, qui conduit " la rZpressicspide conduit
Zgalement ~ ua rZduction du taux de protZiaede transcrits FE1. Ces rZsultats suggerent
que SPI1 pourrait rZguler positivement IQOexpression du e En accord avec cette
hypothese, les cellules ZrythroleucZmiques DS19 surexprispifitont un taux de protZine
et de transcrits FEL plus important que celui des cellules DS19 contr™les, y compris en

prZsence dOHMBA. Afin de dZterminer si cette lafign de FLI1 par SPIl est la



consZquence du recrutement de-SBur le promoteur déi-1, les auteurs ont rZalisZ des
expZriences dOEMSA (Electrophoretic Mobility Shift Assay) en utilisant des sondes
sOhybridant avec les sites ETS conservZs idenfifif le meme groupe au niveau du
promoteur-270£41 defli-1. Ces expZriences ont permis de moritrefitro le recrutement de
SPF1 au niveau du promoteur du gefiel (Starck et al., 1999)

Ces rZsultats montredonc que SP1 est un activateur transcriptionnel direct du gene
fli-1. BasZ sur le fait que la surexpression fliel dans les cellules 745A inhibe la
diffZrenciation induite par IODHMB(Starck et al., 1999)Oactivation de FL1 semble stre un
autre mZcanisme par lequel SPtontribue au blocage de la diffZrenciation des cellules
MEL. Les contributions de FLF1 dans le contr™le de la diffZrenciation des cellules

ZrythroleucZmiques de Friend seront dZtaities le paragraphe B

SPH1 active IOexpression cigk6

LOinduction de la diffZrenciation des cellules ZrythroleucZmiques de Friend par le
DMSO sOaccompagne dOun arret de la prolifZration. Afin de dZterminer les mZcanismes qui
peuvent expliquer cet atrel. Matushankyet al. ont analysZ IQexpression de kinases
dZpendantes des cyclines impliquZes dans le cycle cellulaire, en particulier CDK2, CDK4 et
CDKa®6. Le traitement au DMSO des cellules MEL entraine une diminution tardive du ®ux de
protZines CDK2t&CDK4, diminution pouvant stre liZe ~ IQactivation des inhibiteurs de CDK.

En revanche, le taux de protZine et le taux dOARNm CDK6 diminuent tres prZcocement suite
" ce traitement suggZrant que la rZpressiortdlé pourrait jouer un r™le dans IQarret de
prolifZration induit par le DMSO. Afin de tester cette hypothese, les auteurs ont surexprimZ
une version ZtiquetZe de la protZine CDK6 humaine insensible ~ IQaction des inhibiteurs de
CDK. La surexpression de cette protZine de fusion rZduit de manieriicaiiye la

proportion de cellules hZmoglobinisZes. Ces rZsultats suggerent que IOQarrst de prolifZration



provoquZ par le DMSO est dZpendant de la rZpression de CDK6. Ces rZsultats montrent
Zgalement une corrZlation entre la diminution de I0expressimi-Het la diminution de
celle decdka Afin dOZtablir un lien entre SPlet CDK®6, le groupe dOA.l. Skoultchi a
surexprimZ une protZine SPIfusionn2 au domaine de liaison au ligand du rZcepteur "
IOistrogene. LOactivation de cette protZine par IOdiestmaaintient le niveau de protZine et
de transcrits CDK6 en prZsence de DMSO indiquant donc que CDK6 est une ciblelde SPI
(Matushansky et al., 2003Des analyses de ChIP avec un anticorps&iPkl ~ partir de
chromatine extraites de cellules MEL ont permis de mettre en Zvidence le recrutement de SPI
1 sur le promoteur de CDKE&hoe et al., 2010)

Ces rZsultats suggerent donc que-$Rlourrait contribuer " la prolifZration des cellules
ZrythroleucZmiques de Fmi en activant directement IOexpressiocd#t§ kinase importante

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

1-3 Lien entre SPL et la rZplication

Des donnZes rZcentes du groupe de C. Guillouf et F. MGaehelin médent en
Zvidence que la rZpression de IQexpressi@pidedans les proZrythroblastes dZrivZs des
souris transgZniques SPlallonge la durZe de la phase S du cycle cellulaire. Des analyses
complZmentaires menZes dans ces memes cellules et dans laldigoZmique humaine
K562 ont permis de montrer que SPhccZlere la progression de la fourche de rZplication
sans causer de dommages "~ IOADN. En revanche, cette accZIZration augmente la mutabilitZ de
IOADN(Rimmel et al., 2010)Ces donnZes mettent donc en Zvidence une nouvelle fonction
oncogZnique de SRIqui est de favoriser une instabilitZ gZnZtique caractZristique des cellules
cancZrases. En revanche, les mZcanismes par lesquels @Ritribue ~ I0accZIZration de la

rZplication dans les proZythroblastes ne sont pas encore connus.



Pour rZsumer, ces rZsultats mettent en avant une contribution-tle$Blocage de la
diffZrenciation ~ la prolifZration ef la survie cellulaire en contr™Iant IOexpression de genes
impliquZs dans ces processus, en modulant IQactivitZ de certains partenaires protZiques et en

favorisant une instabilitZ gZnZtique.

2- MZcanismes impliquZs dans les contiiing de FLi1 " la transformation @

la lignZeZrythrocytaire

Antagonisme fonctionnel entre les facteurs-Eldt EKLF fFigure 9)

Comme indiquZ prZcZdemment, la surexpressi® FLI1 bloque la diffZrenciation des
cellules ZrythroleucZmiques de Friend induite par IOHMBA. En accord avec ces rZsultats, FLI

1 attZnue IGaugmentation de la fluorescence GFP induite par IDHMBA lorsque le gene codant
la GFP est placZ sous le contrfida LCR des genes de globines beta montrant donc que
FLI-1 rZprime |Oexpression de marqueurs de la diffZrenciation Zrythrocytaire. Afin de
dZterminer comment Fill contribue au blocage de la diffZrenciation des cellules MEL, le
groupe de F. MorlZ a charZ ~ identifier des partenaires de FALEn focalisant leur Ztude sur

deux facteurs de transcription connus pour rZguler IOexpressioGldeite beta GATA-1

et EKLF. Des expZriences deGST-pull-downE et de communoprZcipitations ont permis

de mette en Zvidence IQinteraction de-Elavec ces deux facteurs. Les auteurs ont alors
entrepris des expZriences de genes rapporteurs afin de tester IQimplication de ces interactions

sur les activitZs transcriptionnelles de GATA&tdE&KLF. Contrairement " e que les auteurs



attendaient, la coexpression de GATAet de FLI1 augmente significativement |OactivitZ
lucifZrase placZe sous le contr™le dOZIZments de rZponse d&. GATrevanche, la
coexpression de Fi1 et EKLF attZnue |Oexpression de la lug&iaduite par EKLF

lorsquQelle est placZe sous le contr™le dOZIZments de rZponse de EKLF. RZciproquement,
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Figure 9 : Antagonisme fonctionnel entre FLI-1 et EKLF



EKLF rZprime IOactivation de la lucifZrase parFhuand cellei est contr™IZe par un
promoteur rZpondant "~ ce facteur. Céssultats montrent IQexistence dOun antagonisme
fonctionnel entre FLIL et EKLF(Starck et al., 2003)

EKLF est un facteur de transcription @efamille KLF. LOinvalidation B&LF chez la
souris a permis de montrsa contribution " la diffZrenciation Zrythrocytaire (Coghill, 2001
Hodge, 2006). En particulier, les Ztudes menZes par les groupes de F. MorlZ et J. Bieker ont
permis de montrer quOEKLF favorise I0engagement du progZniteur bipotent MEP vers |
lignZe Ziythrocytaire (Bouilloux et al., 2008; Frontelo et al., 2007)Oantagonisme
fonctionnel entre FLIL et EKLF est retrouvZ au niveau du contr™le de la fourche de
diffZrenciation ZrythranZgacaryocytaire. Ainsi, lesaupe de F. MorlZ et J. Bieker ont pu
montrer que la contribution BRLF passe au moins en partie par la rZpression des genes
mZgacaryocytaires, en particulier par la rZpression de I0expresfieh (@®uilloux & al.,

2008; Frontelo et al., 2007)De plus, IOaugmentation du taux de transcrit des genes
mZgacaryocytaireflj-1 compris, est associZe ~ un recrutement plus important dé Eut le
promoteur de ses genes cibles ainsi quO”™ une augmentation dumeatute GATAL sur le
promoteur dOau moins un des genes cibles dd Mouilloux et al., 2008)

Les mZcanismes mis en jeu pai-1 pour rZprimer rZciproquement les genes cibles de
EKLF demeurent tres mal compris. Le modele proposZ par J. Searak selon lequel FL-iL
rZprime les genes cibles de EKLF par son recrutement indirect sur leur promoteur nZcessite
encore des expZrieas de ChlIP pour stre confirmZ. SOappuyant sur les derniers rZsultats citZs,
une autre possibilitZ pourrait «tre un dZtournement de GABAr les genes cibles de FILI
contribuant ~ IQactivation de leur expression. Une autre possibilitZ pourrait «tfe_lglie
emp<che la fixation de GATAL et dBKLF sur les promoteurs cibles de ce dernier
contribuant " la rZpression de I0expression des genes cibles dOEKLF. Des mZcanismes plus

indirects ne sont pas ~ exclure.



111P-2 Identification de genes cibles de FLI
Le facteur FL41 rZgule 1Qexpression de genes qui sont impliquZs dans diffZrents
processus. Des Ztudes ont permis dOidentifier certains genes cibles susceptibles dOexpliquer les

contributions de FL-IL ~ la transformatiome lalignZe Zrythrocytaire.

FLI-1 interfere avec la voie de signalisation Epo/EpoR

FLI-1 bloque la diffZrenciation des Zrythroblastes aviaires induite par IOEpo. Afin de
dZterminer les mZcanismes mis en jeu parlFdans cette contribution, le groupe de J.
Ghysdael a cherchZ " idefigir des genes dZrZgulZs par la prZsence de Flar la stratZgie
de RDA (Representational Difference Analysis) en comparant les ADNc issus
dOZrythroblastes contr™les ou surexprimant. FCette stratZgie a permis de mettre en
Zvidence une surreprZseimatdOARNm dOun gene homologue au gene SLAPRL{ec
Adaptor Protein) murin dans la librairie FLI La protZine codZe par ce gene est un
adaptateur possZdant des domaines SH2 (Src Homology domain 2) et SH3 (Src Homology
domain 3) lui permettant des indetions avec des phosphotyrosines et des domaines riches
en proline. Afin dOidentifier la contribution de SLAP dans la diffZrenciation induite par
IOEpOR, les auteurs ont surexprimZ SLAP " un niveau Zquivalent ~ celui retrouvZ dans les
Zrythroblastes surpkmant fli-1. Alors que cette surexpression nOa pas dQOeffet dans les
cellules non traitZes par IOEpo, les cellules surexprimant SLAP ont perdu leur capacitZ ~ se
diffZrencier en prZsence dOEpo. Le blocage de la diffZrenciation de ces Zrythroblastes est
corrZlZ ~ une rZduction du niveau de phosphorylation de la protZine STAT5 induite par la

prZsence de IOEpo. Ces rZsultats montrent donc que la surexpression de SLAP rZprime la



diffZrenciation des Zrythroblastes aviaires et altere la voie de signalisatigteipdr IOEpo
(Lebigot et al., 2003)

Ces rZsultats suggerent quOune des contributions de Rl blocage de la
diffZrenciation des Zrythroblastes aviaires pourrait tre dQaltZrer les voies de signalisation
induite par IOEpoR via IOactivation du gene SLAP. En revanche, IOidentificatapedetant

que cible directe de FL1 reste ~ dZmontrer.

RZpression de IQexpression du gk

La lignZe HB60 est une lignZe ZrythroleucZmique de Friend prZsentant gragiomtZ
provirale du virus SFFV en amont du g«s@-1 et qui exprimdli-1. La prolifZration de cette
lignZe est dZpendante de IOEpo et du SCF. La prZsence dOEpo seule dans le milieu de culture
induit leur diffZrenciation. Cette diffZrenciation est as&®dila diminution de IOexpression
defli-1. LOexpression forcZeftiel dans ces cellules maintient leur prolifZration en rZponse ~
IOEpo. Afin dOidentifier les mZcanismes contribuant ~ cet effet ey Faimir et al. ont
cherchZ des genes pouvant etrégulZs par FL1. Parmi ces genes, les auteurs se sont
intZressZs " la protZine pRb (Retinoblastoma protein) dont IQinvalidation chez la souris
provoque une Zrythropoesse dZfectue(Maandag et al., 1994) e promoteur du gen&b
contient une sZquence reconnue parELDes expZriences dOEMet de ChIP ont mis en
Zvidence le recrutement de FLisur cette rZgion. Des tests de genes rapporteurs ont permis
de mettre en Zvidence que le recrutement delF&lir cette rZgion rZprime son activitZ
promotrice. De plus, les cellules 3T3 surexprim@inl ont un taux de protZine pRB plus
faible que celui des cellules contr™les.-FliZgule donc nZgativement et directement
IOexpression du gene codant la protZine pRB. La surexpressi®@Bdans les cellules Saos
2 surexprimantfli-1 induit une dimimtion du nombre de colonies en milieu sewiide

(Tamir et al., 1999)



Ces rZsultats suggerent quOune des contributions dé& FLk prolifZration des
Zrythroblastes pourrait stre de rZprimer directement |Gsipnedu gene pRB dZcrit pour son

action antiprolifZrative.

FLI-1 active IOexpression ahelm2

LOinactivation de p53 est un ZvZnement rZcurrent de la pathologie de Friend. Ce facteur
est essentiellement rZgulZ au niveau protZique, en particulier au devéa stabilitZ de sa
protZine par IOubiquitine ligase MEM

LOanalyse du promoteur de MEBMZvele deux sites de fixation pour les facteurs ETS,
dont un est une sZquence reconnue patlFDies expZriences de ChIP et dOEMSA ~ partir de
cellules exprimat fli-1 ont permis de montrer la fixation de Fllau niveau de la rZgion
contenant ces deux sites ETS. LOexpression de la lucifZrase placZe sous le contr™le de cette
rZgion est activZe par IOexpression delFhttivation perdue apres mutation des dsiigs
ETS. De plus, la surexpression de HLdans les cellules HBE® augmente leaux de
protZineMDM-2 et la diminutiorconsZquente du taux de protZa3(Truong et al., 2005)

LOactivation de MDM2 et la rZpession consZcutive de p53 pourraient contribuer aux

fonctions de FLI1 dans la prolifZration et dans le maintien de la survie des Zrythroblastes.

FLI-1 rZprime |Qexpressionstep1

SHIP-1 (SH2 domaircontaining inositeb-phosphatasé) est une phosplede qui
dZphosphoryle notamment les kinases PI13K/Akt et MAPK. LOinvalidation delSi#ik la
souris induit une augmentation du pool de progZniteurs Zeythiws (Harderet al, 2004).

La progression tumorale induite par |Qinfection des souris BH#Rec le virus AMuLV est
plus rapide que chez des souris sauvages. Ces rZsultats montrent que la perteldesSHIP

importante pour le processus ZrythroleucZmique. LOanalyse comparZe du profil dOexpression



defli-1 et deship-1 dans diffZrentes lignZesontre une corrZlation inverse entre ces deux
protZines. LOanalyse du promoteur du ginig-1 rZvele la prZsence de sites ETS. Des
expZriences de ChIP montrent que -ELést recrutZ sur ce promoteur. LOexpression dOun
gene rapporteur placZ sous le cotardé cette rZgion est rZprimZe par des doses croissantes
de FLF1. Cette rZpression est perdue lorsque le site ETS est mutZ. Ces rZsultats dZmontrent
que le recrutement de Rl sur le promoteur dship-1 est associZ " la rZpression de son
expression.

Afin de dZterminer la contribution de cette rZpression dans la lignZe ZrythroleucZmique
HB60-5, la rZpression dghip-1 par interfZrence par IOARN a ZtZ entreprise.-GelleZvZIZ
que |Oabsence de SHIPpermet le maintien de la prolifZration au dZtrimdet la
diffZrenciation de ces cellules induite par IOEp&hanpal eal., 2010)

Ces rZsultats dZmontrent que HBLpourrait contribuer ~ la prolifZration ainsi quOau
blocage de la diffZrenciation des cellules ZrythroleucZmiques en rZprimant IOexpression de

ship-1.

FLI-1 rZgule 1Oexpression du ghmd2

Afin de dZtermier les mZcanismes mis en jeu par-Eldans le maintien de la survie
(Pereira et al., 1999)e groupe de J. Ghysdael sOest intZressZ ~ la protZiapapittique
bcl-2. Le dosage du transchtl-2 par RFPCR nontre un taux plus important del-2 dans
les Zrythroblastes surexprimdlitl que celui des Zrythroblastes contr™Ies suggZrant que FLI
1 active IOexpression be-2. LOanalyse du promoteur du gene montre la prZsence de sites de
reconnaissance de FILI Des expZriences de ChIP suivie dOune analyse par PCR non
quantitative avec un couple dOoligonuclZotides amplifiant le promoteur avec les sites ETS
montre un faible signal suggZrant que-ELpourrait «tre recrugin vivo sur le promoteur de

bcl-2.



LOinfbition de BCL-2 par la MeAntimycin induit IOapoptose des Zrythroblastes
surexprimant FL41. Au contraire, IOexpression forcZe bi#2 dans les Zrythroblastes
nOexprimant pd-1 et en absence dOEpo maintient leur survie comme IOexpression forcZe de
fli-1.

De plus, les auteurs ont montrZ une corrZlation entre le niveau dOexpreBsibretle
celui debcl-2 dans les lignZes ZrythroleucZmiques de Friend. Ainsi, le niveau dOexpression de
bcl-2 dans les cellules-MuLV est plus important que dans cel@sdlignZes SFFV suivant
ainsi parfaitement le pattern dOexpressiorflide (Lesault et al., 2002)Ces rZsultats
suggerent que |Oactivation del-2 pourrait contribuer aux fonctions de FLIdans le

maintien de la survie des clones ZrythroleucZmiques de Friend.

En conclusion, FL-IL participe " la transforation cela lignZe Zrythrocytaire en activant
ou en rZprimant directement IQexpression de certains genes et/ou en modulant IQactivitZ

transcriptionnelle de ses partenaires protZiques.

D) Genes cibles communes " FLi1 et~ SPI-1?

1- Classification de la faithe ETS en quatre sotgroupes figure 7)

Les membres de la famille ETS reconnaissent tous un motif ciur consensus dont la
sZquence est GGAA avec une affinitZ plus ou moins grande selon les nuclZotides flanquants
qui varient dOun facteur ~ [Oautre. AidZvaluer le degrZ de spZcificitZ de fixation, le groupe
de J. Taipale a rZalisZ deux types dOexpZrienséiso. La technique @icrowelkbased
assayE consiste brisvement ~ mettre dans un micropuits le domaine de liaison ~ IOADN du

facteur ETS dQOinsZrfusionnZ ~ laRenilla lucifZraseet un oligonuclZotide contenant la



sZquence de forte affinitZ pour tous les facteurs ETS connus en prZsence dOun exces
dOoligonuclZotide prZsentant des mutations. LOactivitZ du gene rapporteur est mesurZe et est
inversenent proportionnelle ~ I0affinitZ du domaine de liaison ~ IOADN pour IOoligonuclZotide
mutZ. LOautre technique utilisZe dans cette Ztude est la techniqueotinfinding
microarraysE. Elle permet de dZterminer la fixation dOun facteur de transcsptictes
oligomeres de 10 nuclZotides de sZquence alZatoire placZs sur une puce ~ ADN contenant
toutes les combinaisons. Ces deux techniques qui sont couramment utilisZes en contr™le de
|Oautre ont permis de classer la famille ETS en quatrdssoilies e fonction de la sZquence
environnant le site consensus GGA\Wei et al., 2010)Figure 7). LOanalyse des sZquences

des rZgions enrichies apres la technique de (@& a permis de confirmén vivo les
sZquences dZterminZevitro pour cetains de ces facteurs.

Selon cette classification, Flll et SPi1 appartiennent ~ deux sogsoupes diffZrents.

2- Certains membres de la famille ETS rZgulent dasgjeibles commun

IndZpendamment de ces approchesvitro, le groupe de B.J. Graves rZalisZ
IOinventaire des sites de recrutement de trois facteurs de la famille ETS, ,GABFL et
ELF-1 par la technique de ChIP on chip dans la lignZe cellulaire Jurkat. Cette analyse a rZvZIZ
IOexistence de promoteurs recrutant spZcifiguement IO@utoe: @ ces facteurs ainsi que
des rZgions de recrutement communes " ces trois pro(Eiaksnhorst et al., 2007)

Le sZqueneage " haut dZbit de fragments de chromatine issus de ChIP dQautres facteurs
ETS, ~ savoir ERG, SP1, SPDEF, ELF1 ainsi queopr les protZines de fusion impliquant
FLI-1 (EWS/FL}L) et ERG (EWS/ERG) a Zgalement ZtZ rZalisZ par le groupe de J. Taipale.
Cette technique, appelZ Ch#eq permet dOinventorier IOensemble des sites de recrutement
dOun facteur de transcription sur |&mh& du gZnome. En revanche, contrairement au ChlP

on chip utilisZ par le groupe de B.J. Graves, le dB nOest pas limitZ aux promoteurs. Ces
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analyses ont permis de montrer que ces facteurs partagent Zgalement des sites de recrutement
communs. De faso intZressante, le positionnement des sites de recrutement des facteurs ETS
par rapport au +1 de la transcription montre que les sites communs ~ des facteurs ETS de
deux souslasses diffZrentes sont prZfZrentiellement localisZs au niveau de sZquences
pronotrices(Wei et al., 201Q)
Enfin, le groupe @.D. Sharrocks a Zgalement mis evidénce des genes cibles

directs commus~ ELK-1 et SAP1 dans la lignZe EcR2¢Boros et al., 2009)

LOensemblde ces rZsultats met en Zvidence que les membres de la famille des facteurs
ETS peuvent otre recrutZs sur les memes rZgions et potentiellement rZguler les memes genes
cibles.

LOZtude de Wei a mis en Zvidence des rZgions communes de recrutementbetir FLI

SP} 1 suggZrant que ces deux facteurs pourraient rZguler des memes genes cibles.

V- LA BIOGENESE DES RIBOSOMES

Les protZines constituent plus de 80 % de la masse seche dOune cellule. Afin dOassurer
la fonction et 10intZgritZ de la cellule, latsyse des protZines doit stre finement rZgulZe.

A

La synthese protZique, appelZe traduction, sOeffectue dans le cytoplasme " partir
dOARNM. Elle fait intervenir des facteurs de traduction, des ARNm, des ARNt et les
ribosomes.

Les ribosomes sont constituZs deux sousinitZs, la grande (60S) et la petite (40S)
sousunitZs. Les ribosomes contiennent des protZines et quatre ARNr diffZrents. La grande
sousunitZ comprend 48 protZines ribosomiques (RPL) et les ARNr 5S, 5,8S et 28S. La petite

sousunitZ compren®3 protZines ribosomiques (RPS) et IDARNr 18S. LOactivitZ catalytique

des ribosomes est portZe par ces ARN.



Cette partie de mon introduction traitera de la biogenese des ribosomes dans les
conditions physiologiques ainsi que des pathologies liZes ~ deésrhaions de cette

biogenese.

A) Localisation et Ztapes de la biogenese des ribosomes

1- Le nuclZole

La biogenese des ribosomes se dZroule dans le nud&mgkova et al., 1985)e
nuclZole est un corps nuclZaire composZ de trois rZgions qui sont du centre vers la pZriphZrie
le centre fiillaire (FC), la zone fibrillaire dense (DFC) et la zone granulaire ((8Cheer
and Hock, 1999)Ces diffZrentes rZgions sont le siege de diffZrentes Ztapes de la biogenese
des ribosomes. Ainsi, le groupe de F. Watchler a montrZ que la transcription des ARNr se
dZroule " la frontiere entre le centre fibriltai et la zone fibrillaire deng@osgoeller et al.,
1998) La zone granulaire est constituZe des ribosomes en cours dOassemblagérebessdiff
Ztapes de cette biogenese seront plus dZtaillZes par la suite (cf. paragraphe 2 de cette partie).
Des analyses protZomiques ont ZtZ entreprises par diffZrents groupes pour lister les
protZines contenues dans le nuclZole. Elles ont permis de mpr@5 % des protZines
nuclZolaires sont effectivement connues pour otre impliquZes dans la biogenese des
ribosomes. En revanche, ces analyses ont Zgalement montrZ la prZsence dOautres protZines
impliquZes dans dOautres processus et ayant dOautregitosationnuegAndersen et al.,
2005; Andersen et al., 2002; Scherl et al., 20@s rZsultats suggerent que le nuclZole

constitue une rZgion multifonctionnelle du noyau. DOautre part, 90 % des protZines
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nuclZohires chez la levure ont un homologue chez IOHomme soulignant une haute

conservation fonctionnelle du nuclZole au cours de IOZvdtidersen et al., 2002)

2- De la synthese des ARNr ~ la formation des ribogsmmaturesHigure

10)

La biogensse des ribosomes fait intervenir les trois ARN polymZrds®@ARN
polymZrase | transcrit les ARNr 28S, 18S et 5,8S. LOARN polymZrase 1l permet la production
des ARNm codant les protZines ribosomiques, des facteurs n&repsar cette biogenese et
la majoritZ des snoARNSs. Enfin, IDARN polymZrase Ill assure la synthese de IDARNr 5S.

Ce processus a fait IOobjet de plusieurs revues dont celle de M. FRauiat
(FromontRacine etal., 2003) Cette partie tentera de prZsenter les diffZrentes Ztapes de la

biogenese des ribosomes de fason synthZtique.

2-1 Synthese des ARNTr

Synthese de IODARNr prZcurseur 45S

Les ARNr matures 28S, 18S et 5,8S sont codZs par des clusters de g-nsZ oryatandem

sur les chromosomes formant les NOR (Nucleolus Organizer Region) dans les nuclZoles.
Actuellement, il est dZnombrZ environ 400 genes organisZs en plusieurs dizaines de tandems
sur les paires de chromosomes acrocentriques 13, 14, 15, 21 ate2 IOHomme. La
transcription de ces clusters de genes est assurZe par IDARN polymZrase | qui fonctionne avec
des complexes protZiques faisant intervenir principalement les facteurs UBF (Upstream
Binding Factor) et SL1 (Selectivity Factor). LOARNr sytig? est IDARNr prZcurseur 47S

qui est rapidement clivZ pour former IOARNr 45S. Ce prZcurseur contient dans IQordre la



sZquence ETS1 (External Transcribed Sequence), la sZquence codant IOARNr 18S, la
sZquence ITS1 (Internal Transcribed Sequence), larsZguedant IOARNr 5,8S, la sZquence

ITS2, la sZquence codant IDARNr 28S et enfin la sZquencdEsk2a et al., 2004Figure
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Figure 10 : ReprZsentation schZmatique de la biogenese des ribosomes et de ses rZgulateurs
En vert, les oncogenes activateurs de la biogenesse des ribosomes.
En rouge, lesintioncogenesZpresseurs de la biogenese des ribosomes.
I RPL = ProtZines ribosomiques de la grande sous-unitZ
RPS = ProtZines ribosomiques de la petite sous-unitZ.



Transcription du gene codant IDARNr 5S

LOARNTr 5S nQest pas transcrit ~ partir du cluster de genes codant legRdre®n
retrouve ce gene sur plusieurs chromosomes chez IOHomme. Le plus gros clusters est localisZ
sur le chromosome 1 et comprend entre 100 et 150 rZpZtitions en tandem. Le reste des genes
codant cet ARNr est organisZ en un petit cluster de 5 ~ 10tidpg et de 200 ~ 300 genes
rZpartis dans le gZnome. LOunitZ de base correspond ~ une sZquence de 120 pb hautement
conservZe au cours de IOZvolution et ™ une rZgion non transcrite de longueur variable selon les
especeqLong and Dawid, 1980)a synthese de cet ARNr est assurZe P&RN polymZrase
lll. Contrairement aux autres ARNr, la synthese de cet ARNr ne se dZroule pas dans le

nuclZole, il est importZ apres synthese dans ce corps nuclZaire.



2-2 Maturation des ARNTr

Clivage de IODARNTr 45Figure 11)

LOARNr 45S subit une sZrie de clivages aboutissant ~ la formation des ARNr matures
28S, 18S et 5,8S. Deux voies de clivages de IOARNr 45S aboutissant ~ la formation des
memes ARNr ont ZtZ dZcrites dans les cellules HelLa par le groupe de J.P. Bachelleri
(Hadjiolova et al., 1993)Elles ont ZtZ appelZes voies A et B. Les mZcanismes assurant le
choix entre ces deux voies sont tres peu connus.

Ce processus de clivage requiert des activitZs exo et endonuclZasiques et fait intervenir
une multitude de facteurs tels que des enzymeanatifications postranscriptionnelles, les
protZines ribosomiques ou encore des snoAfRNKEssler et a) 2010)

Modifications posttranscriptionnelles des ARNr

Les prZcurseurs des ARNr sont soumis ~ des modificationstraosicriptionnelles de
deux types la mZthylation de bases sur leur groupe 20hydrox@-(@@hylation) et la
conversion de rZsidusidines en pseudouridines. Chez IOHomme, il est dZnombrZ 91 sites de
pseudouridylation et 106 sites de -Qnethylation. Ces modifications sont -co
transcriptionnelles. Nous pouvons retrouver les diffZrents sites de modifications sur le site

internet du laoratoire du Dr. Fournierhttp://wwwsnoARN.biotoul.frrfhuman yeast/

Ces modifications pogtanscriptionnelles sont assurZes par des snoRNPs (Small
nucleolar RiboNucleoproteins Particles). Deux itias 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 protZines dont la fibrillgfiaéontaine andTollervey, 2000)

Cette famille de snoRNP assure les mZthylations des ARNr gr¥%oce " la fibrillarine qui porte

|QactivitZ mZthyl transfZrase. La deuxieme famille est la famille H/ACA. Elle contient un
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snoARN contenant deux bo’tes H et ACA conservZes gimsiquatre protZines dont la
dyskerine. Cette famille assure les pseudouridylations gr¥ece ~ Hirygklamma and
FerreD'Amare, 2010) Dans ces deux familles, le snoARN assure le guidage des particules

snoRNP. Le site internet, dont IQadressétgst/evolveathome.com/snoARN/snoARN.php

rZfZrencie les snoARNS ainsi que leurs sZquences cibles connues sur les ARNr 18S et 28S.
Les souris prZsentanne invalidation pour la dyskde montrent des dZfauts dans la
maturation des ARNr avec notamment la rZduction du taux de certains pr&cdese ARNY
(Ge et al., 2010)Ces rZsultatsuggerent que les modifications pestnscriptionnelles des
ARNr sont importantes pour leur maturation.
Des Ztudes recensZes dans la revue de B.G. dtaak montrent une localisation
prZfZrentiellede ces modifications au niveau ou proche des sites catalytiques des ARNr
(Lane, 1995). Ces observations suggerent donc que ces modifications pourraient moduler

I®activitZ du ribosome.

2-3 Les protZines ribosomiques

Les potZines ribosomiques constituent IQautre composant majoritaire des ribosomes. 78
protZines ribosomiques sont produites dans le cytoplasme et ensuite importZes dans le
nuclZole pour sOassocier aux ARNarner, 1999)Ce transport fait intervenir IQimportine §

(Rout et al., 1997)Les protZines ribosomiques jouent un r™le de chaperonnes au cours de
|IOassemblage des ribosomes et stabilisent Zgalement certains domaines des ARNr comme le
domaine peptidyl transfZrase de targle sousinitZ(Ruggero and Pandolfi, 2003)

Hormis leurs fonctions intrinseques aux ribosomes, certaines protZines ribosomiques

possedent des fonctions extridbosomiques qui sont recensZes dans les revuesRde J.

Warner, de K.B. Mc IntosfWarner and Mcintosh, 200@ de M.S. LindstrSn{Lindstrom,
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2009)(Tableau 2. Nous pouvons classer ces fonctions en deux catZgogéss intervenant
dans la biogenese des ribosomes et sdijei sont completement dissociZes de la fonction du

ribosome.

Fonctions extraribosomiques

ProtZine ribosomique spZcifique
(espece)

RZplication de IDADN

RPS1, RPL14K.Colj)

RZgulation transcriptionnelle

RPS10 E.Coli)
RPS20 (Levure)

RZgulation de sa propre traduction

RPS4, RPS7, RPS8, RPL4, RPL1, RPL1
(E.Coli)
RPS30 (Levure)
RPS14, RPS26, RPL7, RPL13A, RPL26
(Homme)

Modifications et Zpissage de IOARN

RPS12 E.Coli)
RPS12, RPL26 (Homme)

Activation de IDADNopoisomZrase

RPL41 (Homme)

RZparation de IOADN

RPS9 E.Coli)
RPS3 DrosophilaMelanogastey
RPS3, RPLPO (Homme)

RZgulation du dZveloppement

RPS2, RPS6, RPL1®(osophilaMelanogaste)
RPS15A Gtrongylocentrotupurpuratug
RPS18 ArabidopsisThaliang
RPS19 Ascarislumbricosd¢

RPS4X, RPS4Y1 (Homme)

RZgulation de la prolifZration et de la croiss:
cellulaires

RPS2, RPS6, RPS13, RPL7, RPL18, RPSZ
RPL31 (Homme)

RZgulation de IOapoptose

RPS3, RPS3A, RPS20, RPL35A, RPL7,
RPL7A, RPL13A (Homme)

Suppresseur de tumeur

RPS29, RPL5, RPL11, RPL23 (Homme)

Proto-oncogenes

RPL7A (Homme)

Transformation cellulaire

RPL5, RPS27A, RPL31 (Homme)

Progression tumorale, invasion, mZtastas
diffZrenciation

RPS19, RPLPO, RPL31 (Homme)

Divers

RPS15A K. Laev)
RPL32 (Souris)
RPLP2, RPL5 (Rat)
RPL22 (Homme)

Tableau 2 : Fonctionsextra-ribosomiquesconnues des protZines ribosomiques

(dOapres Lai, 2007)




Les protZines ribosomiques peuvent intervenir ~ diffZrents niveaux de la biogenese des
ribosomes. Ainsi, certaines protZines ont ZtZ dZcrites pour intervenir dans la transcription par
IOARNpolymZrase ll[Dieci et al., 2009)DOautres protZines ribosomiques interviennent dans
la maturation de IOARNr. A titre dOexemple, les groupes de N.Dahl et de P.E. Gleizes ont
montrZ IOimplication de la protZineR9 dans la maturation de IOARNr (B&dhai et al.,

2009; Choesmel et al., 200D)e maniere plus gZnZrale, la rZpression de 32 des 33 protZines
ribosomiques de la petite seusitZ a permis au groupe de P.E.ifde de montrer une
dichotomie fonctionnelle des protZines ribosomiques de lawots 40S dans la formation

de cette sousnitZ. Certaines de ces protZines sont strictement impliquZes dans IQinitiation de
la maturation de IOARNr 18S alors que les asas impliquZes dans la progression de la
maturation nuclZaire et cytoplasmique de cet ARNr ainsi que dans IOexport nuclZaire de la
particule prZ0S (OODonohue et al., 2010).

DOautres fonctions indZpendantes du ribosome ont ZtZ dZcrites pour less protZine
ribosomiques. M.S. Dait al ont montrZ IQinteraction entre la protZine ribosomique RPL11 et
le facteur de transcription-Myc. Cette interaction conduit ~ IQinhibition de IQactivitZ
transcriptionnelle de ce facte(Pai et al., 2007)Le groupe de F.J. Slack a mis en Zvidence
une fonction de RPS14 dans la maturation du miA&N 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 MRN (Chan and Slack, 2009)

2-3Export nuclZaire des particules pDS et prZ0S et

maturations finales

Les protZines ribosomiques sOassocient RN¢ Aour former les particules pBDS et

prZ40S dans le nuclZole. Ces particules sont ensuite exportZes dans le cytoplasme oe elles
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subissent de nouvelles Ztapes de maturation pour donner naissance aux cemitZous
matures du ribosome 60S et 40S. QGksnieres sOassocient pour former le ribosome
fonctionnel 80S.

LOexport nuclZaire des particules-fs@somiques est un transport actif faisant
intervenir diffZrents facteurs. A titre dOexemple, la protZine ribosomique RPS15 est nZcessaire
~ |Oexport déa particule prZ40S (Rouquette et al., 2008X le complexe RanGTP " celui de
la particule pr&0S(Gleizes et al., 2001; Hurt et al., 199B)0autres facteurs intervendans
ce transport sont documentZs dans la revue de |. Zemp et U.(Ketag and Kutay, 2007)

Dans le cytoplasme, les particules-phbsomiques subissent de nouvelléspgs de
maturation avant de gZnZrer le ribosome fonctionnel. Par exemple, le groupe de P.E. Gleizes a
mis en Zvidence un nouveau prZcurseur de IOARNr 18S, IOAREIrQ88ernier est dZtectZ
dans le noyau et dans le cytoplasme. Ces rZsultats montren®ABR&r 18S subit une
derniere Ztape de clivage dans le cytoplasme contrairement aux ARNr de la parti0& prZ
qui arrive complstement = maturation dans le noyRouquette et al., 2005)ne fois toutes
les Ztpes de maturation des ptiosomes achevZes, toutes les protZines associZes aux
ribosomes et nZcessaires pour |Oexport et les maturations finales sont dZcrochZes de ces
particules. Les deux soumitZs peuvent ainsi sOassocier pour assurer la traduetion d

ARNmM.

B) RZgulation de la biogenese des ribosomes

1- RZgulation physiologique de la biogenese des ribosomes

Les ARNr constituent la composante limitante de la biogenese des ribosomes. Un

Zquilibre existe entre la production des protZines ribosomiquesli@tdes ARNr. La
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rZgulation des protZines ribosomiques chez la levure est traitZe dans deux anciennes revues de
J.R. Warner(Warner, 1989; Warner et al., 18 Pour conserver une ZquimolaritZ entre
protZines ribasmiques et ARNr, la transcription, IOZpissage, la traduction ou encore la
stabilitZ des protZines ribosomiques sont contr™IZs. Chez les eucaryotes supZrieurs, les
protZines ribosomiques sont synthZtisZes en exces afin de permettre " la cellule de rZpondre
plus rapidement ~ un besoin accru en ribosomes. Les protZines ribosomiques qui ne
sOassocient pas aux ribosomes sont rapidement dZgradZes, leviedétaig de 30 ~ 40
minutes chez les mammiferé¢®/arner, 1989)

Les protZines ribosomiques sont la cible de modificationstmiictionnelles quiont
rZguler leur stabilitZ et leur fonction. Ainsi, le groupe de R.T. Hay a mis en Zvidence la
neddylation de 36 protZines ribosomiques. La neddylation correspond ~ IQajout de la protZine
NEDDS sur des rZsidus lysine. La protZine MRMst une des enzymesii assure cette
neddylation(Sundqvist et al., 2009).a neddylation des protZines ribosomiques favorise leur
stabilisation(Xirodimas et al., 2008)Afin de mieux comprendre la fonction de la neddylation
de ces protZines, le groupe de D.Prodfimas a ZtudiZ la neddylation de la protZine
ribosomique RPL11. Leur Ztude a permis de montrer que la neddylation contr™le non
seulement la stabilitZ de RPL11, mais Zgalement sa localisation subcellulaire ainsi que ses
fonctions(Sundqvist et al., 2009pOautres modifications ont ZtZ dZcrites pour les protZines
ribosomiques comme la phosphorylation de la protZine RR®6nsky and Meyuhas, 2006)
et la mZthylation des protZines RPL3 et RP{R@evoda and Stman, 2007)jui rZgulent

Zgalement la fonction de ces protZines.

2- RZgulation de la biogenese des ribosomes par les oncogenes et les

suppresseurs de tumeurs



De maniere intZressante, il appara’t que les oncogenes et les protZines suppresseurs
de umeurs rZgulent la biogenese des ribosomes " diffZrents niveaux. Cette partie traitera des

protZines rZgulant la biogenese des ribosomes les plus dZcrites dans la littZrature.

Ce facteur de trangption est un membre de la famille Myc qui comprend deux autres
facteurs de tramsiption, NMyc et L-Myc. Ces trois facteurs reconnaissent un motif
consensus appelZ bo’te E dont la sZquence consensus est CHMIEXTE al., 1992) La
surexpression de-Mlyc a ZtZ observZe dans de nombreux types de cancers dont la liste est
rZpertoriZe dans la revue dOA. Allghal (Albihn et al, 2010. Au cours du dZveloppement,
le facteur eMyc intervient dans le contr™le de la taille et de la synthese protZique des
lymphocytes B(Iritani and Eisenman, 1998uggZrant un r'™le de ce facteur dans le contr™le
de la biogenese des ribosomestt€eontributiona largement ZtZ ZtudiZe et le lien existant
entre eMyc, biogenese des ribosomes et cancer est IOobjet de revues co(Dalrtasd Lu,

2008; Ruggero and Pandolfi, 20d8an Riggelen et al., 20).

Plusieurs Ztudes ont montrZ le recrutementMgasur les promoteurs des ADNr ainsi
que son association avec des cofacteurs de IDARN polymZrase |. Cette association contribue
stimuler la transcription des ADNArabi et al., 2005fGrandori et al., 2005)

c-Myc est un facteur de transcription classique et par consZquent rZgule Zgalement
|OactivitZ de IODARN polymZrase Il. Des analyses de transcriptome ont perongreleque
c-Myc rZgule IQexpression de genes importants pour la biogenese des ribosomes. Ainsi, parmi
les genes identifiZs, nous pouvons citer la protZine NPM (NuclZophosmine) qui comme nous

le verrons dans le paragraphe suivant est importante pour Usati@at des ARNr. @Vlyc



rZgule Zgalement IOexpression de plusieurs protZines ribosomiques commévRRE4dn
and Hermeking, 2002)

Enfin, 10absence deMyc dans les fibroblastes est associZe ~ une rZductiola de
transcription par IOARN polymZrase lll. Des analyses de ChIP ont Zgalement montrZ le
recrutement de-Myc sur le promoteur de IOADNr 5S conduisant ~ la stimulation de son
expression(GomezRoman et al., 2003)Ces rZsultats indiquent donc quéVyc active
Zgalement la transcription dZpendante de IOARN polymZrase llI.

Ces donnZes montrent donc que IOoncoghtgcaZgule la biogenese des ribosomes *
trois niveaux la synthese des ARNr 28S, 18S et 5,8S par I@idigiaire de son r™le de
cofacteur de IOARN polymZrase |, la maturation de ces ARNr par la rZgulation de la
transcription de genes impliquZs dans ce processus par IOARN polymZrase Il et enfin, la

synthese de IOARNTr 5S par sa fonction stimulatrice de |(paRMZrase Il1.

2-2 La nuclZophosmine ou NPM

La nuclZophosmine, Zgalement appelZe NPM, B23 ou encore nemasinune
protZine principalement nuclZolaire mais qui peut Zgalement etre retrouvZe dans le
cytoplasme. La surexpression mgma ZtZ observZe daresrtains cancers comme ceux de la
prostate ou des ovairéSrisendi et al., 2006)

Le groupe de M.O. Olson a montid vitro que NPM possede une activitZ
endoribonuclZase qui luiepmet de cliver spZcifiquement IOARNr 45S au niveau de la
sZquence ITSZHerrera et al., 1995; Savkur and Olson, 1998jis Zgalement dans la
maturation de IOARNTr 28S plus prZcisZr(ieattana et al., 2003).Oensemble de ces donnZes

montre un r"™le de NPM dans la maturation des ARNr.



Des expZriences de-tmmunoprZcipitations menZes dans des MEF (Mouse Embryonic
Fibroblast) ont mis en Zvidence une interaction eaMg@ et NPM. Cette interaction conduit
" la stimulation de IQactivitZ transcriptionnelle dslyc (Li et al., 2008) Ces rZsultats
indiquent Zgalement quOen plus de sa fonction dans la maturation des ARNr, NPM joue
Zgalenent un r™le dans le contr™le de IOexpression des genes de biogenese des ribosomes via
sa coopZration aveeMyc.

Enfin, la rZpression de NPM dans les cellules NIH 3T3 est associZe " la sZquestration de
la protZine RPL5 dans le noyau signant un dZfaut deepla particule prBOS (Yu et al.,
2006) NPM est donc Zgalement impliquZe dans IOexport nuclZaire-dessohes.

Nous pouvons conclure de ces donnZes que NPM intervient Zgalement ~ 3 niveaux de la
biogense des ribosomesla maturation des ARNr par IOintermZdiaire de son activitZ
endoribonuclZase, la synthese des ARNr gr%o.ce ~ son interactionMyect enfin, IOexport

nuclZaire de la grande sewsitZ du ribosome.

2-3 La protZine pl9/pX¥: un rZgulaeur nZgatif de la

biogenese des ribosomes

La protZine Arf (p19 chez la souris, p14 chez IDHomme) est un membre de la famille
INK4a dZcrite pour contr™ler la progression au cours de la phase G1 du cycle cellulaire. La
rZduction de I0expression dOArf auBifgment ZtZ observZe dans de nombreux cancers
comme les cancers du sein ou de la prostate. Elle a ZtZ impliquZe dans une voie de
signalisation appelZe stress oncogZnique. En rZponse "~ IQexpression dOun oncogene, la
protZine Arf est induite et conduit ~ taation de la protZine p53 via la rZpression de
IOubiquitine ligase MDM (Stott et al., 1998; Zindy et al., 1998)outefois, IOabsence de p53

et de MDM2 nOempeche pas les effets dOArf sur la progressionldicefalaire suggZrant



des fonctions indZpendantes de PB&ber et al., 2000)es diffZrentesontributions dOArf
et son lien avec le cancer ont ZtZ documentZs dans la revue de P. (Ozemne et al.,
2010)

LOZtude de la localisation subcellulaire dOArf amifvidence que cette protZine a une
localisation nuclZolairéZhang and Xiong, 1999) Oinvalidation dOArf chez la souris entraine
une augmentation de la synthese protZique et du nombre de nuclZoles indiquant une
contribtion de cette protZine dans le contr™le de la biogenese des rib¢apioeli et al.,

2008)

Des expZriences de surexpressioarfdOnt ZtZntreprises afin de dZterminer sa
contribution dans ce processuCes expZriences ont montrZ un r™le nZgatif dOArf dans la
maturation des ARNr qui serait au moins partiellement dZpendant de la dZstabilisation de la
protZine NPMSugimoto et al., 2003)tahana eal., 2003)

Des analyses de ChIP ont mis en Zvidence le recrutement dOArf sur les promoteurs des
genes dOADNr suggZrant quOArf pourrait Zgalement contr™ler la transcription des ARNr
(Ayrault et al., 2004) Une Ztude rZcente a montrZ quOArf sOassocie avec des facteurs de
transcription de IOARN polymZrase | et rZprime son activitZ transcriptiihesBard et al.,

2010)

LOensemble de ces donnZes dZmontre que les fonctions antitumorales dOArf sont
associZes aux fonctions rZpressives de cette protZine ~ deux rdeefbiogensse des
ribosomes: la transcription et la matiwatdes ARNT.

2-4Le facteur p53

Le facteur de transcription p53 est dZcrit comme une protZine suppresseur de tumeur
dont la mutation est un ZvZnement rZcurrent dans la progression tumorale. La rZexpression de

p53 dans les cellules MCO1 p52ntraine uneichinution du taux de transcrits 45S. Cette



diminution est la consZquence dOune action inhibitrice sur la transcription dZpendante de
IOARN polymZrase |. Des expZriences d@STpull downE ont mis en Zvidence une
interaction entre p53 et le complexe SL1pechant ainsi son interaction avec le facteur UBF
nZcessaire " |QactivitZ de IOARN polymZréBadde and Grummt, 1999; Zhai and Comai,
2000)

La surexpression de p53 conduit Zgalement ~ une rZduction de |Qemprkss
transcrits rZpZtZalu qui est dZpendante de IOARN polymZrase Il montrant que p53 peut
rZprimer la transcription dZpendante de cette ARN polymZrase qui transcrit Zgalement de la
synthese de IOARNr 5S. Cependant, cette action inhibitrice ne cpaddita rZpression de la
transcription du gene 58hesnokov et al., 1996)

Ces rZsultats ont contribuZ ~ montrer que la protZine suppresseur de tumeur p53 rZprime

la biogenese des ribosomes via la rZpresdmiOactivitZ de IOARN polymZrase |.

2-5La voie mTOR

mTOR (mammalian Target Of Rapamycin) est une sZrine thrZonine kinase inhibZe par
la rapamycine. Elle fait partie de la voie appelZe mTOR qui est induite apres un signal de
croissance. Cette voie compredes kinases dont la surexpression ou la rZpression est
observZe dans des cas de cancers. Cette voie et ses fonctions sont dZtaillZes dans la revue dO
A.S. StrimpakogStrimpakos et al., 2009)

La fonction de la voie mTOR dans la biogenese des ribosomes a fait IOobjet dOune revue
par Mayer et GrummfMayer and Grummt, 2006Elle intervient ~ plusieurs niveaux de la
biogenese des ribosomes. LOinhibition la voie mTOR par la rapamycine dans les cellules
HeLa induit une diminution du taux de transcrits 45S. Cette rZduction est corrigZe par la

surexpresion de mTOR. De fason Ztonnante, des analyses de ChIP ont mis en Zvidence le



recrutement de la kinase mTOR directement sur les promoteurs des genes codant les ARNr
45S et 5Mayer et al., 2004; Tsang et al., 2Q10es rZsultats indiquent donc une rZgulation
de la transcription des ARNr par cette voie.

DiffZrentes Ztudes ont Zgalement mis en Zvidence le contr™le de IOexpression des genes
codant les protZines ribosomiques dOune part en stimulant IQactivitZ/NdpdiymErase I
et dOautre part en favorisant la traduction de leur ARNm. De plus, parmi les kinases de la voie
mTOR, nous pouvons mentionner la protZine S6K (RPS6 kinase) qui induit la
phosphorylation de la protZine ribosomique RPS6 qui intervient notaimtaes le contr™le
de la taille et dans IOhomZostasie du gluddager and Grummt, 2006; Reiter et al., 2004)
(Ruvinsky et al., 2005)

Ces observations montrent que laevenTOR coordonne |Oexpression des diffZrents
acteurs de la biogenese des ribosomes en stimulant les activitZs ARN polymZrase I, Il et Il et
en rZgulant la traduction et les modifications qsductionnelles des protZines

ribosomiques.

2-6 La protZine pRB

La protZine pRb (Retinoblastoma protein) est un rZgulateur clZ du cycle cellulaire. Sa
mutation ou son inactivation sont frZquemment observZes dans les cas de cancers comme par
exemple le cancer du col de IOutZiagshree et al., 20Q9)

Des Ztudes menZes par les groupes de |. Grummt et L.I. Rothblum ont mis en Zvidence
la fonction rZpressive de la protZine pRb dans la biogenese des ribosomes par son r'™le dans
IQinhibition de la transcription par IDARN polyas&r(Hannan et al., 2000a; Hannan et al.,

2000b; Voit et al., 1997)



C) Le stress ribosomique

Une altZration de la biogenese des ribosomes soit par rZduction de la synthese des ARNTr soit
par IOhaploinsuffisance eertaines protZines ribosomiques peut conduire ~ un stress appelZ
stress ribosomique ou stress nuclZolaire. Ce stress conduit ~ la stabilisation du facteur de
transcription p53(Rubbi and Milner, 2003) LOensemble des Ztudes ayant contribuZ ~
caractZriser les mZcanismes contribuant ~ cette stabilisation est rZsumZ dans la revue de Y.
Zhang(Zhang and Lu, 2009t dans celle de C. Deisenrdeisenroth and Zhang, 2010)

Une perturbation de la biogenese des ribosomes, par exemple induite par de faietes dos
dOactinomycine D, entraine une dZlocalisation des protZines ribosomiques en dehors des
nuclZoles. Il a ZtZ mis en Zvidence par des expZriencesimengooprZcipitations une
interaction entre certaines protZines ribosomiques non associZes aux ribosomes

RPL11 et la protZine MDA (HDM-2 chez IODHomme). La protZine MERVest la principale
ubiquitine ligase du facteur de transcription p53. LOubiquitination de p53 par2vDhtuit

" sa dZgradation par le protZasome. LOinteraction entre les protdosesnigues, en
particulier RPL11 et MDM2 conduit ~ la rZpression de IOactivitZ ubiquitine ligase de MDM

2. La surexpression dOun mutant MRMincapable dOinteragir avec les protZines
ribosomiques ou la rZpression de |Oexpressi®pdd par siARNa mis @ Zvidence que la
formation des complexes RPL-MDM-2 conduit ~ la stabilisation de pg8hat et al., 2004;
Lindstrom et al., 2007) Cette stabilisation conduit ~ une apoptose des cellules et " un arret de

leur polifZration. Cette voie est reprZsentZe de manisre schZmatique sur la fiure 12.
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Figure 12 : ReprZsentation schZmatique du stress ribosomique

RP = ProtZine Ribosomique
RP* = ProtZine ribosomique interagissant avec MDM-2

ActD = ActinomycineD : Bloque prZfZrentiellement IDARN polymZrase | ~ faible dsmie (
et al, 2004)

BOP1 = dominant nZgatif de la protZine BOP&gtowet al, 2001)

5FU = 5FluoroUracile: sQincorpore dans IDARNr conduisant ~ sa dZgradatioet (8un
2007)

DOautres Ztudes ont mis en Zvidence les memes fonctions pour dQautres protZines
ribosomiques comme RPL5 ou RPLZ&bleau 3. La rZpression de 10esgsionde|Oune ou
|Oautre de ces protZines ribosomiques par siARN attZnue |Qactivation de p53 induite par un

stress ribosomique. Ceci suggere que les protZines ribosomiques agissent ensemble pou
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contr™ler le taux de protZip&3. De fait, le groupe de K. Voudsen a mis en Zvidence un

complexe formZ de RPL11, de RPL5 et de IDARNr 5S qui contr™le la stabilitZ de p&8 (Horn

al., 2008)!
!
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Dai et al, 2006
Fumagaliet al, 2009
Lohrumet al, 2003
Zhanget al, 2003

RPL23 Stabilisation Zhanget al, 2010
Daiet al, 2004a
Jinet al, 2004

RPS7 Stabilisation Chenet al, 2007
Zhuet al, 2009
RPL5 Stabilisation Dai et al, 2004b
Marechalet al, 1994
RPL26 Traduction Rosenfelcket al, 2008
Stabilisation Zhanget al, 2010

Tableau 3: Liste des protZines ribosomiques interagissant avec MDM-2
et conduisant ~ la stabilisation de p53

A) Pathologies associZes " une perturbation de la biogenese des ribosomes

(Figure 13)

La rZgulation de laibgensse des ribosomes au cours du dZveloppement est extremement

importante. Toute perturbation de cette biogenese peut conduire ~ des pathologiesciCelles

peuvent se caractZriser par une biogenese exacerbZe (cancer) ou au contraire par une

| AN



altZration decette biogenese le plus souvent par une haploinsuffisance en une protZine
ribosomique.
!

Oncogene
(C-Myc, ...)

l

Haploinsuffisance en :
- protZines ribosomiques
- facteurs de biogenese

Biogenese l

des

ribosomes

Biogenese

des
ribosomes

Cancer Situation physiologique AnZmie de
normale Diamond-Blackfan

§yndrome 5Q-
DyskZratose congZnitale

Figure 13 : Pathologies associZes ~ une perturbation de la biogenese des ribosomes

Deux types de maladies peuvent stre engendrZes par une perturbation de la bioger
ribosomes.

Le dZveloppement tumoral (partie gauche) est associZe ~ une augmentation de la bioge
ribosomes induite par un oncogene.

En revanche, dOautres types de pathologies comme I0anZmie de Diamond-Blackfan sont
une altZration de la biogenese des ribosomes induite par IOhaploinsuffisance en f
ribosomiques ou en facteur de biogenese des ribosomes.



1- Biogenese des ribosomes et cancer

Nous avons pu voir dans la partie prZcZdente que des oncogenes ceaviyneoa
NPM sont des activateurs de la béogse des ribosomes. Au contraire, les protZines
suppresseurs de tumeurs comme p53 ou Arf, dont la perte de fonctions est souvent observZe
dans les cancers, sont des rZpresseurs de cette biogenese. Cette observation intZressante
suggere quOune stimulatiate la biogenese des ribosomes pourrait stre un ZvZnement
contribuant ~ la progression tumorale. La revue de D. Ruggero et P.P. Pandolfi Ztablit un lien
entre les dZrZgulations de la biogenese des ribosomes et la progression t{Ruggéeo and

Pandolfi, 2003)

1-1 Stimulation de la biogenese des ribosomes dans les

cellules cancZreuses

Modifications quantitatives et gualitatives des nuclZoles

Ploton et al. ont dZveloppZ une technique afin de visualiser les nuclpales
microscopie. Cette mZthode, appelZe AgNOR (Argent NBR)on et al., 1986)permet la
visualisation des protZines associZes " ces rZgions NOR. Cette mZthode a ZtZ utilisZe pour
dZtecter les nuclZoles dans plusieurs cancers. Les Ztudes antZrieures ~ I0annZe 2000 ont fait
IOGokgt dOune revue par A. Pighich et al., 2000)B.F. Adeyemiet al. ont Zgalement utilisZ
cette technique pour dZtecter les nuclZoles " diffZrents stades de tumeurs de la glande
salivaire. Cette Ztude a mis en Zvidence une augtimntu nombre de nuclZoles dans ces

cellules avec une corrZlation avec le stade de la maladiéyemi et al., 2006)



Dans un modsle de progression tumorale, le groupe de J.J. Diaz a mis en Zvidence que
les cellules cancZreuses contiennent plus de nuclZolesad@iltel et le nombre de centres
fibrillaires sont plus importants que dans les cellules nornfBiEs et al., 2009)

Ces rZsultats indiquent que la progression tumorale sOaccompagne de modifications
quantitaties et qualitatives des nuclZoles. Les caractZristiques des nuclZoles peuvent donc

constituer un facteur pronostique du cancer.

Stimulation de la synthese des ARNr

La synthese des ARNr par IOARN polymZrase | nZcessite la phosphorylation du facteur
UBF. Les kinases ou les phosphatases de ce facteur sont frZquemment retrouvZes
surexprimZes ou rZprimZes dans les cas de cancer. COest notamment le cas de la casZine
kinase Il dont la surexpression est retrouvZe dans des cas de leucZmies et de tumeurs solides
(Ruggero and Pandolfi, 2003 ertaines Ztudes ont Zgalement montrZ que les cellules
cancZreuses ont un taux dOARNr 45S augmentZ. A titre dOexemple, dans umlemodele
progression tumorale Ztudiar I0Zquipe de J.JaR les auteurs observent une augmentation
de 20 % du taux de transcrits 45S dans les cellules agressives comparZes aux cellules
contr™legBelin et al., 2009)DOautre part, le groupe de R.J. White a mis enndeidene
dZrZgulation de IOARN polymZrase Il associZe ~ une augmentation du taux de transcrit 5S
dans le cancer du col de IOut{Daly et al., 2005)

Ces donnZes bibliographiques mettent en Zvidence que lsssytis ARNr est dans la
plupart des cas augmentZe dans les cellules cancZreuses. Les ARNr constituant le composant
limitant de la biogenese des ribosomes, IOaugmentation de leur synthese pourrait signer une

augmentation de ce processus.

DZrZqulation deertaines protZines ribosomiques dans les cellules cancZreuses




Comme nous avons pu le voir, les cancers se caractZrisent par une stimulation de
|OactivitZ de IODARN polymZrase |. La surexpression de protZines ribosomiques a Zgalement ZtZ
frZquemment retroueZdans les cas de cancers. NZanmoins, ce nOest jamais |IOensemble des
protZines ribosomiques qui est touchZ mais seulement certaines. LOimplication des protZines
ribosomiques dans les cancers a ZtZ largement ZtudiZe dans les cancers colorectaux. RPL31
est b premisre protZine ribosomique retrouvZe surexprimZe dans les cellules issues de ces
tumeurs. Depuis, la surexpression dOautres protZines ribosomiques a ZtZ observZe dans ces
cancers et font IOobjet de la revue de M.D(llaiiand Xu, 2007)

En revanche, la rZduction de IQexpression de certaines protZines ribosomiques a
Zgalement ZtZ observZe dans des cas de cancers colorectaux coexemple RPLFLai
and Xu, 2007) De la meme manisre, des Ztudes menZes chez le poisson zsbre ont mis en
Zvidence que les mutationsnduisant ~ la rZduction de IQexpression de certaines protZines
ribosomiques augmentaient la prZdisposition de ces poissons ~ dZvelopper des tumeurs
(Amsterdam et al., 2004, Lai et al., 2009)

Ces donnZes ont coifnZ ~ montrer que les protZines ribosomiques sont frZquemment
retrouvZes surexprimZes ou mutZes dans les cancers. Toutefois, le lien entre ces perturbations

et le cancer nOest pas Ztabli.

Augmentation de la synthese protZigue dans les cellules careZreu

La fonction des ribosomes est dOassurer la synthese des protZines. La stimulation de la
biogenese des ribosomes observZe dans les cellules cancZreuses suggere que la synthese des
protZines de ces cellules est plus importante que dans des cellulelesiorma

Les revues de D. Silvera et B. Bilanges montrent le lien entre le contr™le de la
traduction et le dZveloppement tumdilanges and Stokoe, 2007; Silvera et 2010Q. Ces

revues montrent que la majoritZsdiacteurs de traduction est surexprimZe dans les cas de



cancers. Par exemple, la surexpression du gene codant le facteur elF4A est retrouvZe dans les
hZpatocarcinomes et les mZlanomes.

Les souris transgZniques surexprimantyc” partir du promoteur deshaines lourdes
dOimmunoglobulines (sourigyc) dZveloppent des lymphomes ~ cellules B. La mesure du
taux dOincorporation de la mZthiori?® montre une incorporation plus importante chez les
souris F1-Myc signant une augmentation de la synthese prafiBarna et al., 2008De la
meme maniere, la stimulation de la transcription de IOARN polymZrase Il par la
surexpression dOun facteur essentiel ~ son activitZ transforme les MEF (Mouse Embryonic
Fibroblast). @tte transformation est associZe ~ IQaugmentation de la synthese protZique. De
fason intZressante, ces effets sont corrZIZs ~ une augmentation du taux dOARNL initiateur
portant la mZthionine qui est limitant dans la cellule. La surexpression de cet AfRINitco
Zgalement ~ |Oaugmentation de la synthese protZique et suffit ~ elle seule " induire la
transformation cellulair@arshall et al., 2008)

Ces donnZes montrent quOune augmentation de la synthese protZique peut conduire au

dZveloppement tumoral.

1-2 Modifications qualitatives deshosomes et de leur fonction

Le paragraphe prZcZdent a mis en Zvidence que les cellules cancZreuses ont une
biogenese des ribosomes et une synthese protZique augmentZes.

Afin de dZterminer si des modifications qualitatives des ribosomes pouvaient stre
observZes, le groupe de J.J. Diaz a analysZ les voies de maturation des ARNr ainsi que leurs
modifications postranscriptionnelles dans un modsle de progression tumorale. LOanalyse des
intermZdiaires des ARNr par des mesures radioactives "~ I0aide des®@bgbedant avec les

ARNr 28S, 18S et 5,8S a mis en Zvidence |0apparition dOun intermZdiaire nOappartenant



aucune des deux voies de maturation dZcrites. De plus, IOanalyse du taux de mZthylation de
ces ARNr montre une augmentation de cette modificatiortertains sites des ARNr 28S et
5,8S(Belin et al., 2009)Ces rZsultats indiquent que les cellules cancZreuses prZsentent des
modifications qualitatives des ribosomes.

Le modele de progression tumorale ZtudiZ I quipe de J.J. Diaz a Zgalement permis
de mettre en Zvidence une rZduction de la traduction IRES dZpe(isdintet al., 2009)Au
cours de la mitose, la traduction devient dZpendante de IOIRES. MeBarmat mesurZ la
production de la protZine CDK®¥ qui est un gene suppresseur de tumeur et dont la
traduction est IRES dZpendante, dans les sopsSIE apres synchronisation des cellules.
Les cellules B issues de ces souris ne produisent plus aeifénp(Barna et al., 2008)

Ces donnZes montrent que le dZveloppement tumoral sOaccompagne Zgalement de
modifications qualitatives des ribosomes et de la traduction sans pour autant dZmontrer ~ ce

jour un lien decause " effet entre ces deux phZnomenes.

1-3 La stimulation de la biogenese des ribosomese#istnZcessaire

au dZveloppement du canéer

LOensemble de ces donnZes bibliographiques montre que les cellules cancZreuses
subissent des modifications quantitaBvet qualitatives des ribosomes conduisant = une
augmentation de la synthese protZique et potentiellement ~ une modification de la qualitZ de
la traduction. Ces modifications segites une consZquence ou une des causes de la
transformation cellulair@ Cette sousartie traitera des diffZrentes expZriences entreprises
afin de tenter de rZpondre ~ cette question. Comme nous le verrons, cette question fait
toujours dZbat.

L Ohaploinsuffisance en protZines ribosomiques rZverse le phZnotype cancZreux




M. Barna et al.ont croisZ les souris transgZniquesNByc avec des souris RplZ4 et
testZ IQeffet de cette haploinsuffisance sur la lymphomagenese indwitly@rLes souris
Ep-Myc /Rpl24" prZsentent une survie plus importante et une rate normale cenguerZ
souris Fi-Myc indiquant que IOhaploinsuffisance en RPL24 attZnue la lymphomagenese
induite par eMyc. Les auteurs ont ensuite testZ les effets de cette haploinsuffisance sur les
diffZrents parametres perturbZs pavlyc. LOattZnuation du phZnotypraZreux est corrZlZe
~ une diminution de la synthese protZique et la rZexpression de CBKdLl cours de la
mitose (Barna et al., 2008)Ces rZsultats dZmontrent que la stimulation de la biogenese des

ribosomes iduite par eMyc contribue ~ la lymphomagenese induite par ce facteur.

LOinhibition de la transcription ou de la maturation des ARNr attZnue le phZnotype

transformZ

LOactinomycine D est une drogue couramment utilisZe dans la thZrapie anticancZreuse.
Parexemple, elle est utilisZe dans les rhabdomyosarcomes. Les cellules de ce type de cancer
proliferent moins vite en rZponse ~ de faibles doses dOactinomydMarbhal et al., 1997)
A faible dose, IOactinomycine D bloque prZfZrentiellement IDARN polymZrase | induisant une
rZduction de la syntse des ARN(PinoFRoma and Dreyfuss, 1991D)e la mememanire, le
traitement des cellules U20S et S@Par de faibles doses dOactinomycine D induit une
apoptose et un arret du cycle cellulaire en phase G1. Ces effets sont dZpendants de p53
(Montanaro et al., 2007Des rZsultats similaires sont observZs avec une autre drogue qui
inhibe la maturation des ARNI, la 5 fluemnacile, ou encore avec un dominant nZgatif dOune
protZine impliquZe dans la maturation de la grande-wuitid du ribosoméPestov et al.,

2001; Sun et al., 2007)



Ces donnZes dZmontrent quOune inhibition de la synthese ou de la maturation des ARNr

attZnue le phZnotype cancZreux.

Un mutant MDM?2 incapable dOinteragir avec les protZines ribosomigues adeZler

lymphomagenese induite parMyc

Le groupe d0Zhang a dZcrit un mutant de MD® (MDM-2°°°F) incapable
dOinteragir avec les protZines ribosomiques RPL5 et RPL11. Les souris transgZniques
produisant ce mutant ~ I0Ztat hZtZrozygote ou homozygoteetepgéut normalement. En
revanche, IQinduction dOun stress ribosomique par de faibles doses dOActD dans les MEF issus
de ces souris conduit ~ une stabilisation moins importante de p53 que les MEF issus de souris
sauvages indiquant que ce mutant alteredi de stress ribosomique. Afin de tester IQeffet de
ce mutant sur la lymphomagenese induite pMyc, les auteurs ont croisZ les sounisMyc

~

avec les souris MDM®**F, Ces souris dZveloppent des lymphomes ~ cellules B plus
rapidement que les sourigtBlyc/MDM-2"" et survivent moins longtemg®acias et al.,
2010)

Ces rZsultats suggerent que IOempechement dOun stress ribosomique est important po

la lymphomagenese induite paiMyc.

Les rZsultats prZsentZs dans cette partie sont en faveur dOune contribution de
IOaugmentation de la biogenese des ribosomes et de la synthese protZique dans la progression
tumorale. lls ne permettent toutefois pas tdancher dZfinitivement sur une contribution
active de ces augmentations. lls mettent Zgalement en Zvidence une certaine addiction des

cellules cancZreuses " cette biogensse augmentZe (voir paragfaphe 1



1-4 Lien entre biogenese des ribosomes et pradifion cellulaire

Nous pouvons constater que la rZpression de la biogenese des ribosomes induit un arrst
de prolifZration. Dans certains cas, cet arret de prolifZration est dirigZ par |Qactivation de p53
via le mZcanisme de stress ribosomique dZcrit peuddnt. NZanmoins, la diminution de la
biogenese des ribosomes observZe sous |Oeffet de la protZine Arf en absence de p53 conduit
Zgalement " un arrst de prolifZration. Ces rZsultats suggerent que la biogenese des ribosomes
pourrait contr™ler la prolifZiat cellulaire via des mZcanismes indZpendants de [Oactivation
de p53 (Webeet al, 2000).

|l existe chez la levure un point crucial situZ au cours de la phase G1 appelZ START. Ce
point de contr™le empeche le passage en phase S quand certaines cordgiomspas
remplies comme une taille suffisante des cell(lesinston et al., 197.7Ce point de contr™|e
fait intervenir la protZine Whi5 qui est IOhomologue de la protZine pRb (RZtinoblastome) chez
IOHomme. Le groupe de M. Tyers a rZprimZ chez la levure deux facteurs de transcription
important pour la biogenese des ribosomes. Cette rZpression conduit ~ la diminution de la
taille des levures et un blocage des cellules en phase G1. DOautre part, ~ IQinstar de IQinhibition
de la traduction par le cycloheximide, cette rZpression conduitrétard du passage de ce
point START. Ces rZsultats Ztablissent une corrZlation entre la taille des cellules, la biogenese
des ribosomes, le taux de synthese protZique et le passage des cellules enjirasns
et al., 2004)

Une Ztude plus rZcente a Zgalement mis en Zvidence quOune perturbation de la
biogenese des ribosomes conduit une augmentation de la durZe de la phase G1. Cependant,
contrairement ~ 10Ztude prZcZdente, les levures prZsentant une mertdebddi biogenese

des ribosomes ne sont pas plus petites que les levures saBamstein et al., 2007)



Ces rZsultats indiquent que la biogenese des ribosomes favorise le passage en phase S
des cellules. DOaetpart, ce point START dZcrit pour etre contr™IZ par la taille des cellules,
pourrait sOavZrer stre contr™|Z par la biogenese des ribosomes.

Il a Zgalement ZtZ dZcrit chez les eucaryotes supZrieurs un point de contr™le au cours du
cycle rZgulZ par la tél de la cellule, notamment dans les Zrythroblastes avi{@icdznig et
al., 2004) Enfin, la mutation dOune protZine essentielle pour la production des protZines
ribosomiques chez la drosophile conduit ~ une rZduction de la tailimaeshes ainsi quOune
prolifZration moins important@lontagre et al., 1999)

Ces rZsultats suggerent que la biogenese des ribosomes pourrait contribuer "~ la
prolifZration cellulaire en contr™lant la taille des cellules qui contr™|e le passage dOun point
prZcis dans la phase G1 du cycle cellulaire. Par consZustitulation de la biogenese des
ribosomes permettrait aux cellules cancZreuses dQatteindre plus rapidement la taille nZcessaire
au passage de ce point critique et donc de prolifZrer plus rapidement. Toutefois, I0Ztude de
K.A. Bernsteinet al. suggere ge la biogenese des ribosomes pourrait Zgalement contr™ler
directement ce passage en rZprimant certaines protZines importantes pour le passage de ce

point comme la protZine pRBernstein et al., 2007)

1-5 SensibitZ particuliere des cellules cancZreuses ~ une diminution

de la biogenese des ribosontes

LOhaploinsuffisance en protZine RPL24 induit la mort par apoptose des cellules de

lymphomes B issues de souris transgZniqueMigc. En revanche, de maniere surpaate,



les lymphocytes B issues de souris sauvages ne sont pas sensibles ~ cette haploinsuffisance
(Barna et al., 2008)

Depuis de nombreuses annZes, le traitement du cancer fait appel ~ des drogues
chimiothZrapeitues qui ont pour visZe de tuer spZcifiquement les cellules cancZreuses. Nous
avons pu voir dans un paragraphe prZcZdent que IOactinomycine D ~ faibles doses et la 5FU
ciblent la synthese et la maturation des ARNr respectivement. Le groupe de D. Eick a pu
montrer quOune grande partie des drogues utilisZes pour les traitements chimiothZrapeutiques
ciblent Zgalement la biogenese des riboso(Besger et al., 2010)

Ces observations suggerent que les cellules cans&sepourraient avoir une sensibilitZ
particuliere ~ une perturbation de la biogensse des ribosomes. Cependant, ~ IOheure actuelle,
les mZcanismes responsables de cette addiction ne sont pas encore connus. Comprendre ces

mZcanismes pourrait ouvrir de nollee perspectives thZrapeutiques.

2- Les pathologies associZes "~ une altZration de la biogenese des ribosomes

Contrairement au cancer, certaines pathologies sont caractZrisZes par une perturbation de la
biogenese des ribosomes ~ cause dOune mutation e @ifiziion touchant un acteur de cette
biogenese. Ces maladies et la protZine touchZe correspondante sont listZes sur le tableau 4 et
sont documentZes dans la revue de A. Narla et B.L. ENarta and Ebert, 2010)JJe
focaliserai cette partie sur I0anZmie de DiarBdackfan et le syndrome MDS 5qui
entrainent chez les patients des dZfauts hZmatopoeZtiques et en particulier des dZfauts touchant
lalignZe Zrythrocytairé.



Maladie ProtZines DZfaut Activation
touchZes Zrythropo-Zthue de p53

AnZmie de
Diamond
Blackfan

MDS 5g-

DyskZratose
congZnitale

Hypoplasie
des cartilages
et des cheveu

Syndrome de
Treacher-
Collins

Syndrome de
Shwachman-
Diamond

Tableau 4: Pathologies associZes " une altZration de la biogenese rilessmes
(dOaprddarla and Ebert, 2010)

RPS19 (25%,

RPS24
RPS17

RPL35a

RPL5
RPL11

RPS7
RPL36
RPS15

RPS27a

RPS10
RPS26

RPS14

DKC1

RMRP

TCOF1

SBDS

Oui

Oui

Oui

Non

Non

Oui

Oui

vNon 5
dZterminZ

Oui

Oui

mnnmmnmnmnmnimnnpiii®anZmie de DiameBthckfan

LOanZmie de Diamo#ackfan (DBA) est une maladie congZnitale touchant 5 ~

enfants par millions de naissances. Les patiemt§frant de DBA prZsentent une anZmie



modZrZe ou sZvere gZnZralement macrocytaire et nOont quOun faible nombre de rZticulocytes.
DOautres dZfauts hZmatopoe«Ztiques sont Zgalement observZs mais sont moins consZquents que
le dZfaut ZrythroposZtique. Dans pde la moitiZ des cas, les patients prZsentent des
malformations et des retards de croissdiize Costa et al., 2010POautre part, les patients
atteints de DBA ont une susceptibilitZ accrue au dZveloppement de ¢haipters 2006)

Des Ztudes de liaison ont mis en Zvidence une anomalie gZnZtique frZquente localisZe
sur le chromosome 19q13 chez IOHon{fBestavsson et al., 1997aGugavsson et al.,
1997b) Cette rZgion comprend le gene codant la protZine ribosomique RPS19. De fason
surprenante, le quart des patients atteints de DBA prZsentent des mutations au niveau de ce
gene (Draptchinskaia et al., 1999Depuis cette premiere gkrvation, 127 mutations du gene
rps19 ont ZtZ documentZes et sont rZpertoriZes dans la revue de M.F. Campagnoli
(Campagnoli et al., 2008)Ces mutations peuvent stre soit des insertions/dZ|Ztions, des
mutations faux sens ou encore des mutations ponctuelles. Elles peuvent conduire = une

N

rZduction du iveau dOexpression du transcrit de la protZine RPS19, ~ une dZlocalisation
nuclZolaire ou ~ un dZfaut dOassociation avec le ribosome. Quelque soit le type de mutations,
ces mutations ont ZtZ retrouvZes " 10Ztat hZtZrozygote avec le deuxisme allle sauvage
soulignant le caractere dominant de la transmission de la maladie.

DOautres genes codant des protZines ribosomiques ont Zgalement ZtZ retrouvZs mutZs
chez les patients atteints de DBA. Ainsi, les protZines RPS10, RPS26, RPL5, RPL11, RPS17,
RPS24, RPL35aosit retrouvZes mutZes dans une proportion moins importante de patients
atteints de DBA que les mutations touchant RPEI®oesmel et al., 2008; Cmejla et al.,

2009; Doherty et al., 2010; Farrar et al., 2008; Garzdh,2008; Quarello et al., 2010)
La rZpression de RPS19 par siARN dans les fibroblastes issus de sujets sains induit des

dZfauts de maturation de IOARNr 18S, une sZquestration nuclZaire de la partififegirZ

une dZsorganisation nuclZolai@hoesmel et al., 2007)Ces rZsultats indiquent que la



rZpression de RPS19 conduit ~ des dZfauts de la biogensse des ribosomes. Ces donnZes
suggerent que la DBA pourrait stre associZe "~ une perturbation de la biogelese

ribosomes.

2-2 Le syndrome MDS 5q

Le syndrome MDS 5gest un syndrome myZlodysplasique caractZrisZ par une anZmie
macrocytaire, un nombre de plaquettes sanguines normal ou ZlevZ et une progression tres
lente de leucZmies aigYes myZlosdes. Le poimimun chez tous les patients atteints de cette
maladie est une dZIZtion dOune rZgion du bras court du chromddaria 8nd Ebert, 2010)
(Boultwood, 2010).

La rZgion minimale dZIZtZe commune aux patients atteints de MD&mipnt 40
genes. Le groupe de T.R. Golub a entrepris de rZprimer individueltashaoun des 40 genes
par SiARN dans des progZniteurs hZmatoposZtiques humains normaue afifitaiminer
lequel est impliquZ dans ce syndrome. La rZpression du gene codant la protZine ribosomique
RPS14 mime le syndrome MDS-5avec une sZvere rZduction des cellules Zrgthaires et
un nombre de plaquettes relativement normal. De plus, |IOéopriessZe de RPS14 dans des
cellules de moelle osseuse de patients restaure le phZnotype normal. Ces rZsultats permettent
de conclure que IOhaploinsuffisance en RPS14 est probablement impliquZe dans le phZnotype
Zrythrocytaire associZ ~ ce syndrome. D@aart, une analyse de la maturation des ARNr a
mis en Zvidence que la rZpression de RPS14 conduit ~ un dZfaut de maturation de IOARNr 18S
et de la formation de la sousitZ 40S(Ebert et al., 2008)Ces rZsultatsuggerent queal
rZduction du taux de protZifPS14 induite par la dZIZtion du bras court du chromosome 5

entraine une perturbation de la biogenese des ribosomes.



2-3MZcanismes " |Oorigine des pathologies DBA et 5q

lien avec p53

Plusieurs modsle@ vivoetin vitro ont ZtZ dZveloppZs afin dOidentifier les mZcanismes
impliquZs dans I0anZmie DBA et le syndrome MBS 5q

Modelesin vitro pour la DBA

Le groupe de S. Karlsson a analysZ [Oeffet de IOabsence de RPS19 dans les cellules
souches CD34humaines et la lignZe de cellules Zrythrad®mains TF-1. Dans ces deux
modsles, I0absence de RPS19 conduit ~ un arrst de prolifZration et ~ un blocage de la
diffZrenciation Zrythrocytaire prZco@flygare et al., 2009vliyake et al., 2008jnimant les
effets observZs dans la DBA. Des rZsultats similaires ont ZtZ observZs en rZprimant RPS19
dans les cellules de foie fital muri(Sieff et al., 2010)ndiquant un r™le de RPS19 dans les
premiers stades de I0Zrythropoesse.

La DBA prZsente @ phZnotypes similaires ~ ceux observZs dans une aplasie des
globules rouges induite chez le chat par un virus. LOenveloppe du virus altere la fonction de la
protZine FLVCR1 qui est le rZcepteur du virus et qui se trouve stre un transporteur de |Oheme
de IOhZmoglobine. LOanalyse dOZchantillons de patients atteints de DBA montre |Oexpression
du transcrit alternatif de FLVCR1 observZ chez les chats malades. LOexpression de ce transcrit
est augmentZe apres rZpressionrpel9 dans les cellules leucZmiques R5@Rey et al.,

2008) Ces donnZes suggerent un lien entre les dZfauts de biogenese des ribosomes observZs
chez les patients atteints de DBA et des dZfauts de transport de IOheme de IOhZmoglobine
contribuant aux dafits ZrythropoeZtiques. Elles permettent Zgalement de mettre en avant un

r™le de RPS19 dans le contr™|e de I0Zpissage qui reste encore inconnu.

Modelesin vivopour la DBA




Chez le poissomebre : Le groupe de S. Lin a dZveloppZ un modesle de poisson zebre

dans lequel les auteurs rZpriment le gene codant la protZine RPS1pgwhGlinoE. La

rZducion de 50 % du taux de protZifRPS19 conduit comme la DBA "~ une absence de
cellules Zrythroytaires matures soulignant un dZfaut dOZrythropoeese. Ces dZfauts
ZrythropoeZtiques sont associZs ~ umgnaentation du taux de protZip&3. Dans le but de
dZterminer si cette augmentation contribue aux effets de la dZplZtion de RPS19, les auteurs
ont rZprimZ p53 par desn@rpholinosE. En absence de p53, I0absendeR&19 nda plus

aucun effet sur le lignage Zrythrocyta{anilova et al., 2008)Ces rZsultats semblent
indiquer une contribution cruciale de p53 aux dZfauts ZrythroposZtiques observZs en absence
de RPS19. NZanmoins, nous pouvonssndemander si cette dZpendance vis ~ vis de p53
nOest pas une consZquence de IOabsence totale de la protZine RPS19. En effet, les patients
atteints de DBA portent les mutations de RPS19 " IOZtat hZtZrozygote, exprimant donc encore
RPS19. Cette Ztude nermet pas dOextrapoler sur un Zventuel r'le de p53 dans les conditions
similaires ~ celles observZes chez les patients.

Chez la souris Une Ztude de mutagenese chimique ~ grande Zchelle a ZtZ menZe par le

groupe de G.S. Barsh. Cette Ztude a identifiZ deutations Dsk3 et Dsk4 conduisant ~ des
dZfauts mZlanocytaires. Les auteurs ont pu dZterminer que ces mutations touchent les genes
codant les protZines ribosomiques RPS19 (Dsk3) et RPS20 (Dsk4). Les dZfauts
mZlanocytaires sont associZs ~ une diminutiomdmbre de cellules Zrythrocytaires. Ces
rZsultats indiquent que la mutation de RPS19 conduit ~ une perturbation de 10Zrythropoeese.
De plus, les auteurs ont Zgalement observZ ugmentation du taux de protZipg3 ZvaluZ

par immunofluorescence dans ksiris mutZes pour RPS19. La mutation de RPS19 dans un
fond gZnZtique dZpourvu de p53 nOentraine aucun phZnotype, notamment au niveau de
IOZrythroposes@McGowan et al., 2008)Ces rZsultats indiquent que les efféé la mutation

de RPS19 sont dZpendants de |Oactivation de p53.



LOensemble de ces rZsultats suggere que les mutations de RPS19 observZes chez les
patients atteints de DBA sont tres probablement impliquZes dans les dZfauts Zrythrocytaires
associZs " cedt pathologie. Ces modsles mettent Zgalement en avant une activation de p53.
Cependant, aucune donnZe sur une Zventuelle activation et un Zventuel r'™le de p53 chez les
patients nOest disponible ~ ce jour.

LOactivation de p53 est Zgalement observZe apkétidd dOun certain nombre de
protZines ribosomiques comme RRSAmagalli et al., 2009)LOactivation de p53 est alors
dirigZe par la voie de stress ribosomique vue prZcZdemment. Nous pouvons donc penser que
|Oactivation de p53 observZe dansniedsles mimanta DBA est la consZquence dOun stress
ribosomique induit palOhaploinsuffisance de RPS19. NZanmoins, nous pouvons constater
que parmi les protZines mutZes dans certains cas de DBA, nous retrouvons RPL11 et RPL5
qui sont dZcrites pour interagir avec MEVet inhiber ses fonctions conduisant ~ IQactivation
de p53.La dZplZtion de RPL11 chez le poisson zebre conduit =~ une apoptose massive
dZpendante de pg&hakraborty et al., 2009NZanmoins, le maoisme dDactivation de p53
dans cette Ztude nOa pas clairement ZtZ Ztabli et semble indZpendant dOautres protZines
ribosomiques comme RPL5 et RPL23 connues Zgalement pour interagir ave< MD#d
Ztudes plus approfondies doivent stre menZes afin de ro@ugrendre les mZcanismes de la
DBA induite par des mutations de RPL11 ou RPL5. Des donnZes prZliminaires prZsentZes
lors du 51™ congres de IOASH (American Society of Hematology) (Hetoal. (rZsumZ
nij179): Moniz et al. (rZsumZ nj176)Payneet al. (rZsumZ nj177) Caywoodet al. (rZsumZ
nj1096)) et du 17 congres de IOHZmoglobin Switching (Hoebdsl. (poster nj32)) mettent
en Zvidence des mZcanismes indZpendants de p53 qui conduiraient au meme titre que ceux

dZpendants de p53 " la DBA. Ces dormZaggerent que IOhaploinsuffisance en protZines



ribosomiques induirait un dZfaut de traduction dZpendante de IOIRES conduisant " la

rZpression de protZines importantes pour la diffZrenciation Zrythrocytaire.

Modele pour le syndrome MDS 5q

Afin dOZtablita contribution de la dZplZtion de RPS14 dans le syndrome MD®5q
groupe @\.N. McKenzie a dZveloppZ un modele de souris transgZniques prZsentant une
dZIZtion dOune rZgion du bras court du chromosome 5 comprenant le gene codant RPS14. Les
souris prZsstant cette dZIZtion montrent un marquage TER119 (glycoprotZine spZcifique de
la lignZe Zrythrocytaire) diminuZ par rapport aux souris sauvages. De plus, IOanalyse en
cytomZtrie de flux montre la prZsence de grosses cellules Zrythroedes ou macrocytes. Ces
rZsultats indiquent que la dZplZtion de RPS14 induit une anZmie macrocytaire. Un marquage
intracellulaire permettant la dZtection de p53 a montrZ que, comme les modsles de souris
DBA, IOhaploinsuffisance en RPS14 conduit ~ IQapparition dOun tres peti denskllules
exprimant p53. LOabsence de p53 dans les souris dZplZtZes en RPS14 permet la restauration
du nombre de progZniteurs Zrythrocyta{@arlow et al., 2010)Ces rZsultats indiquent que
IOhaploinsuffisece de RPS14 dans ce modsle conduit ~ une stabilisation de p53 contribuant *
I©GanZmie macrocytaire. Cependant, comme pour la DBA, IOaugmentation de p53 et son r™le
chez les patients atteints du syndrome MDSr&pnt jamais ZtZ dZcrits " ce jour.

En revanbe, ce modele murin ne permet pas de mimer 10intZgralitZ de la maladie. En
effet, les patients atteints du syndrome MDS @ sentent un nombre de plaquettes normal
ou ZlevZ. Or, dans ce modele, les souris montrent une rZduction de leur nombre deglaquett
Ces rZsultats suggerent quOun autre gene que celui codant RPS14 contribue " la pathologie
MDS 5¢. La comparaison dOexpression de miARN entre les souris sauvages et dZIZtZes de la
rZgion 5q a permis dOidentifier les miARN #i#5 et miR146 comme ZtardiminuZs dans
les souris del(5q). La rZpression de ces miARN conduit ~ stimulation de la mZgacaryoposese

dont les effets dZpendent de BKStarczynowski et al., 2010Parmi les cibles de miR45,



nous pouvonsoter le genefli-1 qui est un facteur important pour la mZgacaryopossse
(Starczynowski and Karsan, 201@e plus,IOlL-6 est un inducteur de Fl (Hodge et al.,
2002) Ces rZsultats suggerent que la surexpressidii-depourrait Zgalement contribuer au

syndrome MDS 5q

Contribution de p53 aux maladies du ribosome

Nous aves vu que plusieurs modeles de la DBA et du syndrome MDSsbqt
caractZrisZs par une activation fonctionnelle de p53. Cette dZpendance vis ~ vis de p53 a
Zgalement ZtZ dZmontrZe dans des modesles dOautres pathologies associZes ~ une altZration de
la biogenese des ribosomes comme le syndrome de Tredobkins (Jones et al., 2008)

Cette maladie est associZe ~ la mutation de la protZine TICQRe protZine nuclZolaire
importante pour la transcription par IOARNypwirase | (Valdez, 2004). Ces rZsultats
indiquent donc que IOactivation de p53 est un ZvZnement rZcurrent observZ dans les modsles
de maladies du ribosome et pourrait constituer une cible thZrapeutique de choix pour traiter

ces maladies sous rZserve de treriOimplication de p53 chez les patients.

2-4 SensibilitZ particuliere de 10Zrythropoeese ~ une

rZduction de la biogenese des ribosorfies

Il est assez frappant de constater quOune majoritZ des maladies liZes ~ une rZduction de
la biogenese des ribosome®nt caractZrisZes par une anZmie. Ces observations peuvent

A

mettre en Zvidence une sensibilitZ particuliere des cellules Zrythrocytaires ~ une telle
rZduction. Les mZcanismes qui pourraient engendrer cette sensibilitZ ne sont pour IQinstant pas

connus.
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OBJECTIFS DE LA THéSE

Les genesspil et fli-l sont activZs de manisre rZcurrente par les virus SFFV et F
MuLV. lls codent respectivement les facteurs de transcription de la famille ETS, &PI
FLI-1 qui reconnaissent une mensZquence clur consensus @&. Nous avons pu Voir
dans mon introduction que IQactivation de ces deux facteurs est importante pour le
dZveloppement ZrythroleucZmique et contribue ~ la fois " la survie, " la prolifZration et au
blocage de la diffZrenciation des Zrythroblastes infeP&plus, notre Zquipe a montrZ avant
mon arrivZe au laboratoire que SIPést un activateur transcriptionnel du gfinel.
Parmi les intZgrations provirales du virus de Friend conduisant ~ une ZrythroleucZmie, il est

intZressant de noter que plus dastguarts dOentre elles conduiset®dactivation de deux

facteurs ETSCette observation souligne IO0importance des genes cibles de ces deux facteurs
dans le dZveloppement ZrythroleucZmique. De plus, des Ztudes mentionnZes dans mon
introduction montrent caides facteurs ETS peuvent rZguler les memes genes cibles malgrZ
une sZquence nuclZtitiue bordant la sZquence GGAAconnue par @tun des facteurs
diffZrente. Dutre part, nous pouvons Zgalement remarquer geenésbutions des facteurs

FLI-1 et SPi1 sont tres voisines dans les cellules ZrythroleucZmiques. Ces observations nous
ont conduit ~ proposer qu8PIl-1 et FLI-1 rZgulent directement IOgxession de genes

cibles commurs et contribuent de manisre additive ~ la survie, " la prolifZration et au

blocage de la diffZrenciation des Zrythroblastes (Figure 14Afin de tester cette hypothese,

jOai utilisZ deux clones ZrythroleucZmiques dZrivZs des lignZes 745A (lignZe SFFV) et NN10
(lignZe FMuLV) qui ont ZtZ obtenus avant mon arrivZe au laboratoir&a#an Juban. Ces

deux clones permettent la rZpression inductible de |Oexpresdlod gar interfZrence par

IOARN. Comme nous le verrons dans la premisre partie de mes rZsultatsetSPILF1
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rZgulent directement I(egssion de genes cibles comnsuiont une grande proportion est

impliquZe dans la biogenese des ribosoines.

La deuxisme partie de mon travail a consistZ ~ dZterminer la contribution de ces genes
impliquZs dans la biogensse des ribosomes dans les contributions additivesidet BR41
au phZnotype leucZmique. De manisre intZressante, le traitement des cellules MEL par de

faibles doses dOactinomycine D induit comme I0absence-tleeSPLI1 la reprise de la



diffZrenciation des cellules MEL au dZtriment de leur prolifZration. A efitdoses,
|Oactinomycine D bloque prZfZrentiellement IOARN polymZrase | et induit un stress
ribosomique conduisant ~ |Oactivation de p53. De plus, la surproduction dOune protZine p53
sauvage favorise Zgalement la diffZrenciation des cellules MEL au ditriteeleur
prolifZration. LOensemble de ces observations nous ont conduit ~ propoK@algence de
SPI-1 et FLI-1 induit un stress ribosomique et IQactivation consZcutive de p53
contribuant ~ la reprise de la diffZrenciation et ~ IQarret de prolifZration des cellules
NN10 et 745A Le test de cette hypothese sera traitZ dans la deuxisme partie de mes rZsultats.
Enfin, la troisieme partie de mes rZsultats sera consacrZe ~ dZterminer si dOune part,
FLI-1 et SPi1 rZgulat dOautres genes cibles directs comsngue ceux impliquZs dans la
biogenese des ribosomes et dOautre part de dZterminer le mode de recrutement de ces deux
facteurs. Afin de rZpondre " ces questions, nous avons dZcidZ dOutiliser la technique de ChIP
Seq ~ partir de chromatine enrichie aves &mticorps artbPF1 et antiFLI-1 et extraites de
trois lignZes ZrythroleucZmiques indZpendantes surexprimantet®uniOautre de ces

facteurs.
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RfSULTATS

PREMIERE PARTIE : CONTRIBUTIONS ADDITIVES DE FLI -1 ET DE SP}H1

AU DfVELOPPEMENT DES fRYT HROLEUCfMIES DE FRIEND D

IDENTI FICATION DE GéENES CIBLES DIRECTS COMMUN S E FLI-1 ET

SPI-1

- FLI -1 contribue " la survie, ~ la prolifZration et au blocage de la

diffZrenciation descellules ZrythroleucZmiques de Friend

A) R™le de FL dans les cellules NN10

1- Description du clone NN10 #5

Avant mon arrivZe au laboratoire, Ga‘tan Juban avait dZveloppZ le clone de cellules
ZrythroleucZmiques NN10 #5. Ces cellules sont dZrivZes de la lignZe ZrythroleucZmique
NN10. Cette lignZe a ZtZ obtenue " partir de souris tédscpar le virus -MuLV et
prZsentent une intZgration provirale en amont du fijsie Cette lignZe a ZtZ transfectZe dans
un premier temps avec un vecteur dOexpression de la protZine rZpresseur TetR. Le clone
NN10/TR exprimant massivement cette protZir&tZ sZlectionnZ. Ces cellules ont ensuite ZtZ
transfectZes avenuwecteur dOexpression de shARS¥nall hairpin ARN) dirigZs contre
IOARNmM du gendli-1. LOexpression de ces shARBt dirigZe par un promoteur H1 dans

lequel la sZquence de fixation pdarprotZine TetR (TetO2) a ZtZ insZiAgure 15). En



absence de doxycycline, la protZine TetR est recrutZe sur la sZquence TetO2net rZpri
IOexpression des shAREnN revanche, la prZsence de doxycycline qui interagit avec la
protZine TetR dZplace cetternisrede la sZquence TetO2. Les shARdht alors produits et

IOARNmM ddli-1 est dZgradZ.

- Doxycycline + Doxycycline

H1 TetO2 TTTTT H1 TetO2

[ shRNA

?P

! |

! DZgradation de IDARNm

I Figure 15 ReprZsentation schZmatique du systeme dOexpression inductiblsltRNA.

La sZquence codant #ARN (fleches bleues inversZes rZpZtZes) est placZe sous le co
dOun promoteur H1 dans lequel a ZtZ introduite la sZquence TetO2. En absence de do:
(DOX), la protZine TETR se fixe sur la sZquence TetO2, rZprimant ainsi son activitZ (
gauche). En prZsence de doxycycline (partie droite), celle-ci interagit avec la pi@iRne
I'empechant de se fixer sur la sZquence TetO2, ce qui permet la productshRi&Squi sont

ensuite maturZs eiRNA. TTTTT = signal de fin de transcription de IOARN polymZrase llI.



JOai vZrifiZ la fonctionnalitZ de ce systeme en mesurant @stei blot le taux de
protZineFLI-1 des cellules NN10/TR parentales et des a=lINN10 #5 apres deux jours de
culture en prZsence ou en absence de doxycycline . Les rZsultats sont prZsentZs sur la figure
16A. Le traitement par la doxycyclineaffocte pas le taux de protZifl-1 des cellules
NN10/TR parentales (figure 16Acompare puits 1 et 2). B revanche, le taux de protZine
FLI-1 des cellules NN10 #5 est rZduit de plus de 90 % apres deux jours de traitement par la
doxycycline (figure 16A comparer puits 3 et 4). Ces rZsultats montrent que le systeme de
rZpression inductiblese fonctionnel dans les cellules NN10 et conduit ~ la rZpression de
|Oexpression di-1.
JOai donc utilisZ le clone NN10 #5 afin de dZterminer la contribution -dedelLphZnotype

leucZmique des cellules NN10.
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Figure 16 : RZpression inductible de IQexpression du gefiel dans les cellules
NN10

Analyse en Western blot du taux de protZine FLI-1 dans des clones individuels
deux jours de culture en absence ou en prZsence de doxycRdide ( !
A : Les cellules parentales NN10/TR (puits 1 et 2) et trois clones indZper
exprimant soit IshRNAFIi1-749 (puits 3 et 4) soit lthRNAFIi1-1508 (puits 5~ 8).

B : Les cellules parentales NN10/TR (puits 1 et 2) et trois clones choisis au
exprimant urshARN contr™le (SCR) (puits 3~ 8).

Les deux bandes rZvZlZes par IOQanticorps anti-FLI-1 correspondesbfatmes
majeure (51kDa) et mineure (4&Da) de Fli-1. LOacting est montrZe au titre d
contr™le de charge.



2- La rZpression déi-1 conduit ~ la mort, ~ IQarret de la prolifZration

et au blocage de la diffZrenciation des cellules NN10 #5

JOai testZ |Oeffet de la rZpressidin-Hsur la survie, la prolifZration et la diffZrenciation des
cellules NN10 #5 et NN10/TRultivZes pendant cing jours en absence ou en prZsence de

doxycycline. Les rZsultats sont prZsentZs sur la figure 17.

2-1 LOabsence de FLinduit IOapoptose des cellules NN10 #5

JOai mesurZ la survie cellulaire par des comptages au bleu trypaaitdreent par la
doxycycline nOaffecte pas la viabilitZ des cellules parentales NN10/TR (FigurgdrfiB

droite). En revanche, nous pouvons coesigtie le traitement des cellules NN10 #5 conduit ~
|Oapparition de cellules mortes des trois jours desmnant (Figure 17B partie gauche). Ces
rZsultats montrent que le traitement des cellules NN10 #5 par la doxycycline conduit ~ leur
mort!

Afin de dZterminer si cette mort cellulaire correspond ~ de |Oapoptose, jOai mesurZ le
pourcentage de cellules hyppldedes (subiz1) (Figure 18A) et le pourcentage de cellules
marquZes " I0annexine V par cytomZtrie de Bigu¢e 18B). Nous pouvons observer que le
traitement des cellules NN10 #5 pendant trois jours ~ la doxycycline conduit = une
augmentation de ces we parametres. En revanche, le traitement similaire des cellules
NN10/TR ne conduit ~ aucune diffZrence significative entre les cellules traitZes ou non
traitZes. Ces rZsultats indiquent que la mort des cellules NN10 #5 induite par le traitement par

la doxycycline correspond ~ de IOapoptbse.
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Figure 17 : Effet de la rZpression de FLI-1 sur la survie, la prolifZration et la
diffZrenciation des cellules NN10

Les cellules NN10/TR et NN10 #5 ont ZtZ cultivZes pendant cing jours en absence (
" carrZs blancs) ou en prZsence (courbes " carrZs noirs) de doxycycline.

A : Evolution du nombre total de cellules

B : Evolution du pourcentage de cellules mortes dZterminZ par exclusion au bleu tryp:
C : Evolution du pourcentage de cellules hZmoglobinisZes dZterminZ par coloratic
benzidine.

Les valeurs et les Zcart-types de trois expZriences indZpendantes sont indiquZes.
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Figure 18 : La mort des cellules NN10 induite par [Oabsence de FLI-1 correspond "
|Gapoptose

Les cellules NN10/TR et NN10 #5 ont ZtZ cultivZes pendant trois jours en absence
prZsence de doxycycline.

A : Apres deux et trois jours, le pourcentage de cellbigmdiploedegsubG1) a ZtZ dZtermir
par cytomZtrie de flux apres marquage " I0iodunerdpidium

B : Apres trois jours, les cellules ont ZtZ marquZes ageaé®ineV et |Qiodure deropidium
et le pourcentage de cellules apoptoticai@sexineV positives/iodure deropidiumnZgatives
a ZtZ dZterminZ par cytomZtrie de flux.

Les rZsultats reprZsentatifs de deux expZriences indZpendantes sont reprZsentZs.
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Un des genes cibles connus de ALEst le gene codant la protZine aapioptotique BCL2

(Lesault et.al, 2000). JOai donc entrepris de mesurer paPGH le taux de transts du

gene bcl-2 dans les cellules NN10/TR et NN10 #5 traitZes ou non pendant deux jours par la
doxycycline. Les rZsultasent prZsentZs sur le tableau 5. Le traitement par la doxycycline des
cellules NN10/TR nOaffecte pas le taux de transcrits dubgir (Tableau 5 : 1,16 en
prZsence contre 1 en absence de doxycycline). En revanche, le meme traitement des cellules
NN10 #5 conduit ~ une rZduction de 66 % de ce taux de transcrits (Table@u% en
prZsence contre 1 en absence de doxycycline). CekatZsndiquent que |Oapoptose des
cellules NN10 #5 observZe apres traitement par la doxycycline est corrZlZe ~ la rZduction de

|Oexpression du gehel-2.!



2-2 LOabsence de FLlentra’ne une rZduction du nombre total de

cellules

JOai mesurZ la prolifZration par des comptages cellulaires. En prZsence de doxycycline,
le nombre total de cellules NN10 #5 est rZduit de 75% comparZ ~ celui des cellules non
traitZes apres cing jours de traitement. En revanche, leseseNIN10/TR ayant subi le meme
traitement se comportent comme les cellules non traitZiesir¢ 17A). Ces rZsultats
montrent que le traitement des cellules NN10 #5 par la doxycycline induit une rZduction du
nombre total de cellules. En revanche, une apalyscycle cellulaire nOa pas mis en Zvidence
dOaccumulation de cellules NN10 #5 traitZes par la doxycycline dans une phase particulisre

du cycle cellulaire (donnZes non montrZes).

B LOabsence de FLlentraine [Oapparition dellules

hZmoglobinisZes

Enfin, jOai mesurZ la diffZrenciation des cellules NN10 #5 par des comptages de cellules
colorZes " la benzidine. Ce rZactif est oxydZ par IOheme de IOhZmoglobine. Le produit de cette
oxydation colore en bleu les cellules prodois®OhZmoglobine signant la diffZrenciation
Zrythrocytaire. Nous pouvons observer [Qapparition de cellules colorZes par la benzidine des
trois jours de traitement. Ainsi, apres cing jours de traitement, la proportion de cellules
colorZs est relativementiliée (environ 6 %). NZanmoins, IQapparition de ces cellules est
spZcifique au traitement des cellules NN10 #5 tandis que les cellules NN10/TR restent

incolores apres le meme temps de traitemdfigre 17C). Ces rZsultats indiquent que le



traitement par ladoxycycline conduit ~ une hZmoglobinisation dOune fraction des cellules
NN10 #5.

La diffZrenciation Zrythrocytaire est associZe ~ IOactivation de IOexpression de certains
genes spZcifiques commaas-2, ahsp ou encore laglobine alpha JOai donc entreprie
quantifier le taux de transcrits de ces genes par des expZriencesqRORT Le tableau 5
montre que le traitement des cellules NN10 #5 pendant deux jours induit IOaugmentation du
taux de transcrits de I0ensemble de ces genes. En revanche, cetatatigmnOest pas
observZe dans les cellules NN10/TR ayant subi le meme traitement. Ces rZsultats montrent
que IOGhZmoglobinisatiol®une fraction degllules NN10 #5 induite par le traitement par la
doxycycline est corrZlZe ~ IOactivation de IQexpredsiapnes signant la diffZrenciation

Zrythrocytaire.

En conclusion de cette partie, IOabsence dd BEahs les cellules NN10 #5 induite par
la doxycycline est corrZlZe ~ une apoptose, " la rZduction du nombre total de cellules et " une
reprise de leur ifiZrenciation. Ces rZsultats suggerent une contribution delFLlla

rZgulation de ces trois processus cellulaires.

1- Le phZnotype observZ en prZsence de doxycycline est

spZcifique de IOabsence de-ELI

LOexpression de shARMans les cellules eucaryotgreut avoir des effets non
spZcifiques indZpendants de la rZpression de leur cible. Un de ces effets est une rZponse " la
dZtection dOARN double brin qui conduit ~ la production dOintertZtectablepar
|Oactivation de genes comnoasl et ifitl (Bridge ¢ al., 2003 Jackson et al., 2003

Pebernard & Iggo, 2004Sledz et al., 2003). Afimle tester cette rZponse aspZcifique, les



auteurs utilisant IOinterfZrenar POARN ont recours ~ un shARN sZquence alZatoire qui

ne cible aucun ARNm dans la cellul#Oai donc entrepris dOexprimer de maniere inductible

par la doxycycline un shARN contr™le pour vZrifier que les phZnotypes observZs en prZsence
de doxycycline ne sont pas la consZquence dOune rZponse de ce type. JOai obtenu trois clones
(#3B10, #3E9 et #C6) " partir des cellules NN10/TR. Le traitement par la doxycycline de

ces trois clones comme celui des cellules parentatdfed® pas le taux de protZifel-1

(Figure 16B; comparer puits 3 et 4, 5 et 6, 7 et 8). De plus, ce traitement nOinduitdaacun
phZnotypes observZs dans les cellules NN10 #5 traitZes de la meme nTatikeay 5. De

plus, [Oanalyse de IOexpression des gasdstifitl par RFGPCR a montrZ que ces genes ne

sont pas activZs par la doxycycline dans les cellules NN10 #5Z@emon montrZes). Ces
rZsultats indiquent que les phZnotypes observZs en prZsence de doxycycline ne sont pas la
consZquence dOune rZponse de type interfZron ni dOun effet aspZcifique liZ ~ la production
dOun shARN en tant que telle.

Un deuxieme effet asmifique est la rZpression dOune cible secondaire en plus de sa
cible principale. JOai testZ la possibilitZ dOune telle rZponse en analysant le phZnotype de
clones NN10 produisant un shARN dirigZ contre une rZgion diffZrente de IOARIN dke
celle prodite dans le clone NN10 #5. Les clones skfi#10 et shfi2 #23 obtenus par
Ga‘tan Juban et produisant ce shARN de maniere inductible par la doxycycline meurent,
cessent de prolifZrer et se diffZrenciefatleau 5. Ces phZnotypes, moins marquZs que
cew observZs dans le clone NN10 #5, sont corrZIZs ~ une rZpression moifidfe(Bigure
16A ; comparer puits 5 et 6, 7 et 8 ainsi que 4 et 6, 4 et 8). La probabilitZ que deux shARN
ciblent simultanZment un autre ARNm que leur cible Ztant hautement abfgplres
rZsultats rendent Zgalement hautement improbable que les effets induits par les SHARN Fli

ne soient pas dus arZduction du taux de protZiRgl-1.



LOensemble de ces rZsultats montre que IQapoptose, la rZduction du nombre total de
cellules etla reprise de la diffZrenciation sont la consZquence de IOabsenceldet Rbh

dOun effet non spHgue de la production de shARN

2- La rZduction du nombre total de cellules en absence dé& E&fl la

consZquence dOun arrst de prolifZration

Les rZsultess prZcZdents montrent donc que-Eldontribue ~ la survie et au blocage de
la diffZrenciation des cellules NN10 #5. En revanche, la rZduction du nombre total de cellules
en absence de F1l pourrait stre la consZquence de IQapoptose plus que le sigrerelie
prolifZration des cellules NN10 #5. Afin de tester cette hypothese, jOai entrepris de maintenir
la survie de ces cellules en surexprimant le gene-apuptotiquebcl-2 humain. JOai donc
transfectZ les cellules NN10 #5 avec un vecteur dOegpressia protZine BGR humaine
(donnZ par M. Moulin de I10Zquipe dOA.P. Arrigo, CGMC, Villeurbanne). JOai ainsi obtenu le
clone bcl2 #22 qui surexprime ce gene et qui conserve la rZpression de &i.tZponse " la
doxycycline (Figure 19A comparer puit$ et 6). JOai ensuite mesurZ le pourcentage de
cellules mortes par des comptages au bleu trypan pour dZterminer si la production de cette
protZine permettait la survie de ce clone. Les cellules NN10 #5-8t#22 ont donc ZtZ
cultivZes pendant cing joaien absence ou en prZsence de doxycycline. Les rZsultats sont
prZsentZs sur la figure 19C. Alors que le traitement des cellules NN10 #5 parentales par la
doxycycline conduit ~ environ 40 % de cellules mortes, la proportion de cellules mortes apres
traitement similaire du clone bd #22 nOexcede pas 10 %. Ces rZsultats montrent donc que la
production de la protZine BE2. humaine maintient la survie du clone-Ba#22 en absence
de FLK1. JOai mesurZ en parallele la prolifZration de ce clone par des gesngetulaires.

Le graphique prZsentZ sur la figure 19B montre que le traitement du cléhé&2icomme



celui du clone parental NN10 #5 par la doxycycline conduit ~ une rZduction du nombre total

de cellules. Ces rZsultats montrent donc que la rZdwlttioombre total de cellules observZe

en absence de Fll nOest pas la seule consZquence de IOapoptose des cellules NN10 #5.
LOensemble de ces rZsultats montre que la protZidedridogene contribue " la

fois " la prolifZration, ~ la survie et au blocade la diffZrenciation des cellules NN10W5.
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| Figure 19 : LOabsence de FLI-1 conduit ~ un arret de prolifZration indZpendammen
de IOapoptose

| Les cellules NN10 #5 (#5) et les cellules bcl-2 #22 (#22) ont ZtZ cultivZes penda
jours en absence ou en prZsence de doxycycline avant analyse .

I A : Analyse par Western blot des protZines FLI-1, BCL-2 humaine (hBcl-2) et B
murine (mBcl-2). LOactine est montrZe en tant que contr™le de charge. * : bar

I spZcifiques
B : Nombre total de cellules (exprimZ en pourcentage du nombre total de cellule
traitZes) en absence (barres blanches) ou en prZsence (barres noires) de doxycyc
C : Pourcentage de cellules mortes dZterminZ par bleu trypan en absence
blanches) ou en prZsence (barres noires) de doxycycline.

| Les valeurs et les Zcart-types de trois expZriences indZpendantes sont prZsel
diffZrences significatives (p<0,05) et non significatives sont respectivement indi
par une astZrisque et par NS.



B) FLI-1 et SPI1 ont des contributions additives dans les cellules 745A

1- LOabsence de FLI accZlere la diffZrenciation et I0arrst de la
prolifZration et conduit ~ IQapoptose des cellules 7Z4BAtraitZes

~ IOHMBA

Le facteur FLi1 est Zgaleent produit dans la lignZe SFFM5A qui prZsente une intZgration
provirale en amont du ger&pi-1 conduisant ~ sa surexpression. Dans ce cas, |IQexpression de
fli-1 est activZe par le facteur SP(Starcket al., 1999). Afin de dZterminer 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 dirigZs contre IDARNmM du d#ak en rZponse ~ la doxycycline. Le
traitement des cellulest3A #44 par la doxycycline conduit ~ la rZduction diespe 90 % du

taux de protZin€LI-1 (figure 20A: comparer puits 3 et 4) tandis que le meme traitement nOa
aucun effet sur celui des cellules 745A/TR parestglé nOexpriment pas les shARiure

20A : comparer puits 1 et 2). Le clone 745A #1 a Zgalement ZtZ dZrivZ ~ partir des cellules
745A/TR et exprime un shARN ciblant une rZgion de IOARNmM du fjhediffZrente de

celle des cellules 745A #44. LOexpression de ce shARN apres traitement pgrcisciide
conduit ~ ure rZduction du taux de protZiRkl-1 moins importante que celle observZe dans

les cellules 745A #44 (figure 20Acomparer puits 5 et 6 puits 4 et!6).
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Figure 20 : RZpression inductible de IOexpression du gefiel dans les cellules !
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Analyse en Western blot du taux de protZine FLI-1 dans des clones individuels
deux jours de culture en absence ou en prZsence de doxycdi)e ( y

A : Les cellules parentales 745A/TR (puits 1 et 2) et deux clones indZper
exprimant soit lshARN Fli1-749 (puits 3 et 4) soit hARN Fli1-1508 (puits 5 et 6). !
B : Les cellules parentales 745A/TR (puits 1 et 2) et trois clones choisis au t

exprimant urshARN contr™|e (SCR) (puits 3 ™ 8). !



|

Les cellules 745A #44 et 745A #1 ont donc Zt4sidéls pour dZterminer la contribution de
FLI-1 dans les cellules 745A. Ces cellules ainsi que les cellules 745A/TR ont ZtZ cultivZes
pendant deux jours en prZsence ou en absence de doxycycline puis replantZes soit dans du
milieu semisolide soit dans du fiigu liquide Figure 21A et donnZes non montrZgsNous
pouvons constater que le traitement par la doxycycline des cellules 745A/TR nQOaffecte pas
leur clonogZnicitZ. En revanche, le traitement similaire des cellules 745A #44 conduit ~ une
rZduction dOenem 50 % du nombre de colonies (figure 21@omparer puits 3 et 4). La
rZpression moins importante de FLldans les cellules 745A #1 conduit Zgalement ~ une
rZduction bien que plus faible (environ 20%) de leur nombre de colonies (figure 21A
comparer calnnes 5 et 6). Ces donnZes montrent que |Oabsence -de rE&duit la
clonogZnicitZ des cellules 745A. Contrairement ~ ce qui Ztait attendu, IOabsencd de FLI
elle seule (en prZsence de -3PhQOinduit pas une reprise de la diffZrenciation ni une rtidrtali
cellulaire des cellules 745A #44 et 745A #1. Cette absence de phZnotype en culture liquide
pourrait traduire une redondance fonctionnelle entrelS&IFLI1 au niveau du contr™le de

la diffZrenciation etlela survie de ces cellules.
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Figure 21 : Effets de la rZpression de FLI-1 dans les cellules 745A

Les cellules 745A/TR, 745A #44 (shFlil_749 #44) et 745A #1 (shFlil_1508 #1) or
cultivZes pendant deux jours en absence ou en prZsence de doxycycline puis de
cultivZes pendant deux jours soit dans du milieu semi-solide soit dans du milieu |
supplZmentZ parfdM HMBA pour induire leur diffZrenciation.

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 diffZrenciZes (coloration ~ la benzidine) prod
de IOhZmoglobine

D : Evolution du pourcentage de cellules mortes (positives aurigfean).

Les moyennes et les Zcart types pour chaque parametre obtenus " partir de trois exp.
indZpendantes sont prZsentZs. Les diffZrences statistiquement significatives (p<0,(
test deStudentpaird sont indiquZes par une astZrisque.



Les cellules 745A peuvent stre induite ~ se diffZrencier par IOHMBA (HexaMethylene
BisAcetamide). Cette diffZrenciation est associZa fZduction du taux de protZiG&}1.

Afin de dZterminer la contribution de FLIsur la diffZreniation et IQarret de prolifZration
induits par IDHMBA, les cellules 745A #44, 745A #1 et 745A/TR ont ZtZ cultivZes pendant
deux jours " la doxycycline puis quatre autres jours dans du milieu supplZmentZ avec de
IOHMBA. La cinZtique de diffZrenciation agsurZe par IOaugmentation de la proportion de
cellules en phase G1 du cycle cellulaifég(re 21B) et par IOaugmentation du pourcentage

de cellules colorZes " la benzidirféidure 21C). Nous pouvons constater que des deux jours

de traitement par IOHMB#e traitement combinZ ~ 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 prZsence de doxycycline) et des cellules 745A #1 (graphique
de droite dda figure 21B) (environ 60 % en absence contre environ 90 % en prZsence de
doxycycline). Le traitement similaire des cellules 745A/TR ne conduit en revanche pas aux
memes effets. La proportion de cellules colorZes ~ la benzidine est Zgalement augmentZe
aprs deux jours de traitement des cellules 745A #44 (Figure: Z1®iron 10 % de cellules
colorZes " la benzidine en absence contre environ 30 % en prZsence de doxycycline) et 745A
#1 (environ 20 % en absence contre environ 40 % en prZsence de doxyogelingjsultats
montrent que IQabsence de-EliccZlere la diffZrenciation et |Qarrst de prolifZration des
cellules 745A induits par IOHMBA. Cette accZIZration de la diffZrenciation est associZe ~ une
augmentation plus importante du taux de transcritgeess de diffZrenciation Zrythrocytaire

alas-2, ahspetglobine alpha(Tableau6).!



Tableau 6 : PhZnotype induit par la rZpression di-1 dans les cellules 745A

1 Moyennes et Zcart types (entre parentheses) de trois expZriences indZpendantes.
ND : Non dZterminZ. Les valeurs significatives sont Zcrites en gras sur fond gris.

En parallsle, la survie des cellules a ZtZ mesurZe par des comptages au bleu trypan apres trois
et quatre jours de traitement par IOHMBA. Les rZsultats sont prZsentdsfigure 21D.

Alors que le traitement simultanZ des cellules 745A/TR par IOHMBA et par la doxycycline
nOaffecte pas leur viabilitZ, nous pouvons observer |Qapparition de cellules mortes apres trois
jours du meme traitement des cellules 745A #44 (maie 5 % en absence contre environ 20

% en prZsence de doxycycline) et 745A #1 (moins de 5 % en absence contre environ 15 % en
prZsence de doxycycline). Ces rZsultats indiquent que IOabsenceldeoftllit ~ la mort

des cellules 745A. Des marquages anli@xine V et la mesure du pourcentage de cellules
hypodiploedes sont prZsentZs sur la fig@eNbus pouvons constater que contrairement aux
cellules 745A/TR, le traitement combinZ des cellules 745A #44 et 745A #1 par IODHMBA et

par la doxycycline conduitune augmentation de la proportion de cellules hypodiploedes des



trois jours apres ajout de IOHMBA&iGure 22A). De la meme manisre, le traitement des
cellules 745A #44 par IOHMBA et par la doxycycline conduit ~ une augmentation du
pourcentage de cellidemarquZes par IOannexine V contrairement aux cellules contr™les
(Figure 22B) . Ces rZsultats montrent donc que la mort cellulaire observZe en absence de FLI

1 et SP11 correspond ~ une apoptose.
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Annexine V

Figure 22 : La mort des cellules 745A induite par IOabsence de FLI-1 correspond ~ |
|Oapoptose

Les cellules 745A/TR, 745A #44 et 745A #1 ont ZtZ cultivZes pendant deux jours en ¢
ou en prZsence de doxycycline puis la diffZrenciation a ZtZ induite par IQajomM d¢MVBA
pendant trois et quatre jours avant analyse.

A : Apres trois et quatre jours, le pourcentage de cellbigsodiploedes(subG1l) a Ztz
dZterminZ par cytomZtrie de flux apres marquage " |Oiodymepleium

B : Deux jours apres IOaddition dOHMBA, les cellules ont ZtZ marquZesanexit@V et
IQiodure deropidiumet le pourcentage de cellules apoptoticaesexineV positives/iodure
depropidiumnZgatives a ZtZ dZterminZ par cytomZtrie de flux.

Les rZsultats reprZsentatifs de deux expZriences indZpendantes sont reprZsentZs.



Afin de tester la spZcificitZ de ces ph¥pes, jOai obtenu trois clones 745A exprimant
de manisre inductible un shARN de sZquence alZatoire. LOexpression de ce shARNnOa aucu
effet sur le taux de protZirfeLl-1 (Figure 20B; comparer puits 3 et 4, 5 et 6 et 7 et 8).
DOautre part, aucun des phymes mentionnZs prZcZdemment nOa ZtZ observZ dans ces
clones Tableau6). Ces rZsultats montrent donc que IQaccZIZration de la diffZrenciation, de
|Oarrst de prolifZration et IOapoptose observZs en prZsence de doxycycline sont spZcifiques de
|Gabsence dé&F1.

LOensemble de ces rZsultats montre donc quk Eritribue " la fois ~ la prolifZration,

" la survie et au blocage de la diffZrenciation des cellules 745A.

1- Contributions additives de F et SPi1

Les rZsultats prZcZdents suggerent ZgalementFgud et SPI1 ont des contributions
additives aux phZnotypes des cellules 745A #44. Afin de tester cette hypothese, jOai entrepris
de rZprimer de maniere plus spZcifique |IOexpressispidedans les cellules 745A #44. Les
cellules 745A #44 ont ZtZ culies pendant deux jours en prZsence ou en absence de
doxycycline puis transfectZes ou pas toutes les 12 h peselaxgours soit avec des siARN
dirigZs contre IDARNmM dellecifZrase(siLUC) soit avec des siARNirigZs contre IDARNmM

de spi1 (siSPI). JOalans un premier temps vZrifiZ par Westelot que le taux de protZine

SPF1 Ztait rZduit 60 h apres la premisre transfection. Les rZsultats sont prZsentZs sur la figure
23A. Comme nous pouvons le voir, la transfection des cellules 745A #44 avec les siLUC
n@ffecte pas le taux de protZisPtl (figure 23A: comparer puits 1 et 2, 4 et 5). En
revanche, nous pouvons observer une rZductiorusede 90 % du taux de protZie@®H1

apres transfection des cellules 745A #44 avec les siSPI (figure 28/paremuis 1 et 3, 2

et3,4et6et5etb).
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Figure 23 : Effets additifs de IOabsence de FLI-1 et SPI-1 dans les cellules 745A.

Les cellules 745A #44 ont ZtZ cultivZes en prZsence ou en absence de doxycycline
deux jours. Les cellules ont ensuite Z&hsfectZesu non (NT) toutes les 12 h pendant de
jours soit avec desiARN contr™les dirigZs contre IDARNm de la lucifZsad8Q) soit avec

dessiARN dirigZs contre IDARNm dpi-1 (siSP).

A : Analyse en Western blot des taux de protZine FLI-1 et SPI-1 rZalisZe 60 h a
premieretransfection LOacting est montrZe en tant que contr™Ie de charge.

B : Le pourcentage de cellules colorZes ~ la benzidine a ZtZ dZterminZ 60 h apres la p
transfection

C : LaclonogZnicit& ZtZ dZterminZe comme sur la figure 21A.

D : Pourcentage de cellules mortes (positives autbfean).

Les rZsultats prZsentZs en B, C et D reprZsentent les moyenneZocairtiégpesde trois

expZriences indZpendantes. Les astZrisques reprZsentent les diffZrences statist
significatives (p<0,05 pour un test Saudentpaird.

JOai ensuite testZ |Qeffet de cette rZpression sur la diffZrenciation, la survie et la
clonogZnicitZ des cellules 745A #44 avec ou sansLFClomme nous pouvons le constater,
la rZpression despil par siARN conduit ~ IQapparition dOenviron 10 % de cellules

hZmoglobinisZesF{gure 23B) et ~ la rZduction dOenviron 50% du nombre de colonies



(Figure 23C) mais nOa pas dOefat la viabilitZ cellulaire Rigure 23D). La rZpression
simultanZe déi-1 et despi1 conduit ~ une augmentation dOenviron 25% de la proportion de
cellules hZmoglobinisZes, ~ une rZduction plus prononcZe du nombre de colonies (moins de
10 % du nombre de colonies des cellules non transfectZes contre environ 40 % dans les
cellulesnon traitZes en absence de-$PIDe plus, nous pouvons observer une augmentation
de mortalitZ des cellules 745A #44 60 h apres la premiere transfection (15% de cellules
mortes contre au plus 5 % dans les autres conditions). Les cellules transfectZles avec
siLUC se comportent comme les cellules non transfectZes. Ces rZsultats reproduisent donc les
rZsultats obtenus avec IODHMBA, hormis le blocage des cellules en phase G1 qui semble stre
spZcifique de IDHMBA.

LOensemble de ces rZsultats montre donc qu& ELSPI1 contribuent de maniere

additive " la survie, " la prolifZration et " la diffZrenciation des cellules 745A #44.

Il - Identification de genes cibles directé commurs ~ FLI -1 et~ SPI-1

A) Identification de genes cibles directs commus ™ FLI-1 et SR- impliquZs

dans la biogenese des ribosomes dans les cellules 745A #44

1- Analyse du transcriptome des cellules 745A #44

FLI-1 et SPI1 sont deux facteurs de transcription de la famille ETS et reconnaissent la meme
sZquence consensus minim@l@AA. Par cosZquent, ils pourraienfguler des genes cibles
commurs. Nous avons Zmis IOhypothese que les contributions additives -deeFISPi1
pourraient stre la consZquence de la rZgulation de tels genes. Afin de tester cette hypothese,

nous avons utilisZ une @& arborant 17106 ADNc pour rZaliser le profil dDexpression des



ARN des cellules 745A #44 cultivZes pendant deux jours en absence ou en prZsence de
doxycycline puis un jour en prZsence ou en absence dOHMBA (travaux rZalisZs dans le cadre
du projet CIT3 dda Ligue Nationale Contre le Cancer). Nous avons ainsi pu identifier deux
groupes de genes qui sont activZs ou rZprimZs dOau mois deux fois par IODHMBA et qui sont
encore plus activZs ou rZprimZs par la doxycycline. La liste de ces genes est prZsesgZe sur |

tableaux 7 et 8.
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Tableau 7 : Listes des genes rZprimZs par IDHMBA et/ou la doxycycline

1: Ratio + HMBA b DOX/ - HMBA - DOX

2 : Ratio + HMBA + DOX/ +HMBA B DOX

3 : Les genes impliquZs dans la biogenese des ribosomes ou codant des snoARN sont
indiquZs en vert ou en jaune respectivement

P-HMBA et P-DOX correspondent ~ la p-value des diffZrences observZes entre les
conditions +/- HMBA (P-HMBA) ou +/- doxycycline (P-DOX) ~ partir de quatre mesures
indZpendantes pour chaque condition (deux expZriences indZpendantes analysZes chacune
sur deux puces).
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Tableau 8 : Listes des genes activZs par IDHMBA et/ou la doxycycline

1 : Ratio + HMBA B DOX/ - HMBA - DOX
I 2 : Ratio + HMBA + DOX/ +HMBA B DOX

3: Les genes signant la diffZrenciation Zrythrocytaire terminale sont indiquZs en rouge.
, P-HMBA et P-DOX correspondent " la p-value des diffZrences observZes entre les
| conditions +/- HMBA (P-HMBA) ou +/- doxycycline (P-DOX) ™ partir de quatre mesures
indZpendantes pour chaque condition (deux expZriences indZpendantes analysZes chacune
sur deux puces).

Comme attendu, le traitement par IOHMBA et par la doxycycline conduit *
IOaugmentation du taux de transcrits de genes ZrythrocyiaineseAhspou encoredlas-2
(indiquZs en rouge sur le tableau 8). De manisre frappante, parmi les genes dont IOexpression
est rZduite dOau moins deux fois par IDHMBA et dOau moins 1,3 fois par le traitement combinZ
parl[OHMBA eparla doxycycline (comparZIDHMBA seul), une grande proportion de genes
est impliquZe dans diffZrentes Ztapes de la biogenese des ribosomes (én¥on2liquZs
en vert et jaunaur le tableau 7). Ces genes incluent notamment deux ghiys Rpo 13)

impliquZs dans la trangption des ARNTr, huit genesDdx21, Imp4, Nhp2l1, Nip7, Nol6,

! T+



Nolc1l, Npm1let Rcll) impliquZs dans plusieurs Ztapes de la maturation des ARNr, un gene
codant une protZine ribosomiquRp{18 et huit genes h™tes de snoARN impliquZs dans les
modifications pettranscriptionnelles des ARNC(¢t6a, Gnb2L1, Hspa8, Snord22, Eif4g1l,
Snrpb, Mbd2et Tcpl). Cette forte proportion de genes impliquZs dans la biogenese des
ribosomes identifiZs comme des cibles de-Fldt de SRIL nous a conduit " rZaliser des
analysesle GSEA (Gene Set Enrichment Analysis). Ces analyses rZvelent que IOensemble des
genes de biogenese des ribosomes sont significativement surreprZsentZs parmi les genes
rZprimZs de fason additive par IODHMBA et par la doxycycline. Cette surreprZsentation est
Zgalement significative pour les genes h™tes de snoARN H/ACA mais ne IOest pas pour les

genes de protZines ribosomiguEigure 24).
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NES -1.279
Nom p-val 0.248 !
FDR g-val 0.263

FWER p-val 0.117
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Figure 24 : Une grande majoritZ de genes impliquZs dans la biogenese des ribosomes
rZgulZe par FLI-1 et SPI-1

Des analyses GSEA (Gene SetrichmentAnalysi§ corrZlZe avec 10effet HMBA ont 2
rZalisZes " partir des donnZes dOexpression des cellules 745A #44 traitZes ou non pal
en absence de doxycycline (colonne de gauche). Des analyses GSEA corrZlZe ave
doxycycline ont ZtZ rZalisZes " partir des donnZes dOexpression des cellules 745A #44
non par la doxycycline en prZsence dOHMBA (colonne de droite). Quatre listes de
correspondant ~ des genes impliquZs dans la biogenese des ribosomes, des genes |
snoARN " bo"tes C/D ou H/ACA ou des genes codant des protZines ribosomiques ¢
analysZes. Les prZsentations graphiques des rZsultats ont ZtZ rZalisZes " |Qaide du log
v2 (A. Subramaniart al., 2005 PNAS 102 : 15545-50).

A : PrZsentation de chacune des quatre listes de genes ordonnZes selon leur dil
dOexpression en rZponse ~ IOHMBA ou la doxycycline (FigurZ rose : expression aug
FigurZ bleu : expression diminuZe)

B : Profil (courbe verte) des scores dOenrichissement (CRunning ES scoreE) et positic
des membres de chacune des listes de genes (barres verticales) dans la liste des genes
selon leur diffZrentiel dOexpression par condition (comparaison +/- HMBA colonne de g
comparaison +floxycycline colonne de droite). Les listes de genes et les conditions
lesquelles les listes prZsentent enrichissmemensignificatif sont indiquZes par la coule
rouge des tests statistiques utilisZs (NES : Score dOenrichissement maximal nbionalisZ;
val : p-value normalisZe; FDRy-val : g-value du taux de faux positif;, FWER p D value
CFamily-WiseError ratep-valueE).

2- Validations des donnZes du transcriptome pagRTR

Certains @ ces genes ont ZtZ choisis pour valider les donnZes de transcriptome par des
expZriences de RGPCR. Ces genes incluent un geriRp01-3) impliquZ dans la transcription

des ARNr, sept genesD@x21, Imp4, Nhp2I1, Nip7, Nol6, Nolc1 et Npm1) impliquZs dans
diffZrentes Ztapes de la maturation des ARNr, un gene codant une protZine ribosomique
(Rpl18, IOARNTr prZcurseur 45S et enfin 5 genes h™tes de snoA&ids Gnb2l1, Hspa8,

Snhgl etSnrpb). Les ADNc ont ZtZ extraits ~ partir de cellules 745A #44 et 745A/TR
cultivZes en prZsence ou en absence de doxycycline pendant deux jours puis un jour en
prZsence ou en absence dOHMBA. Les rZsultats sont prZsentZs sur la figure 25. Le traitement
des cellules 745A/TR et 745A #44 par IODHMBA conduit ~ la rZduction du tatanderits de
IOensemble des genes testZs. Le traitement simultanZ des cellules 745A #44 par IDHMBA et

par la doxycycline conduit ~ une rZduction plus importante de ces transcrits (entre 20 et 50%)



au contraire du meme traitement des cellules 745A/TR pesquelles ce traitement nOa
aucun effet comparZ au traitement par IOHMBA diguir¢ 25 A, B et Q. Ces rZsultats
valident donc les donnZes du transcriptome pour les quelques genes testZs.
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Figure 25: FLI-1 et SPI-1 rZgulent des genes impliquZs dans la biogenese des ribosomes
Les cellules 745A/TR et 745A #44 ont ZtZ cultivZes pendant deux jours en prZsenc
absence de doxycycline puis leur diffZrenciation a ZtZ induite par 10ajout de 5 mM H
jour avant |Oanalyse du taux de transcrits des genes indiquZs par RT-gPCR (45S
prZcurseur 45S).

A : Valeurs relatives du taux de transcrits dZterminZes dans les cellules 745A/TR (moye
Zcart types de trois expZriences indZpendantes).

B : Pareil que A pour les cellules 745A #44

C : Pareil que B pour des genes h™tes de snoARNSs.



3- FLI-1 et SPi1 sont recrutZs sur les promotedes genes impliquZs

dans la biogenese des ribosomes

De maniere intZressante, la majoritZ de ces genes prZsentent au niveau de leur sZquence
promotrice des sites ETS conservZs chez diffZrentes espigese(26: cas du promoteur de
Nip-7). Des analysede ChIP avec des anticorps dfil-1 et antiSPF1 ™ partir des cellules
745A #44 non traitZes suivies de PCRq ont donc ZtZ rZalisZes afin de tester le recrutement de
FLI-1 et de SRL sur le promoteur de ces genes. Les rZsultats sont prZsentZs gunel27i.
Nous pouvons observer un enrichissement de la chromatine avec ces deux anticorps
tZmoignant du recrutement de ces deux facteurs sur les promoteurs de la majoritZ de ces genes
(saufNpm3 (Figure 27A et B). Des analyses similaires ont Zgalementmzole recrutement
de FLF1 et de SPRI sur les promeurs de 3 genes h™tes de snoARbBp1, Gnba 1 et
Hspa§g (Figure 27 C et D.
Ces rZsultatssuggerent donc tres fortement que FLFL et SPi1 rZgulent directement

IOexpression de genes impliquZs danZuifftes Ztapes de la biogensse des ribosbmes.
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Figure 27 : FLI-1 et SPI-1 sont recrutZs sur les promoteurs des genes impliquZs dans la
biogenese des ribosomes

A : Occupation de SPI-1 sur les promoteurs des genes indiquZs dZterminZs par ChIP ~ p
de cellules 745A #44 non traitZes en utilisant un anticorps anti-SPI-1 (colonnes noires) ot
anticorps anti-Ubc9 contr™le (colonnes blanchBs). Occupation de FLI-1 sur les
promoteurs des genes indiquZs dZterminZs par ChIP ~ partir de cellules 745A #44 non trai
en utilisant un anticorps anti-FLI-1 (colonnes noires) ou un anticorps anti-Ubc9 contr”
(colonnes blanchesl : Pareil que B pour les promoteurs de genes h™tes de sn@ARN.
Pareil que A pour les promoteurs de genes h™tes de snoARN. Le promajepdidet les
rZgions du locus de globine alpha 129k et 153k sont utilisZs en contr™les nZgatifs. Les v:
sont exprimZes en proportions relatives de la chromatine non immunoprZcipitZe
standardisZes par rapport au bruit de fond dZterminZ par le promoteur dgagete
(moyennes et Zcart types de trois expZriences indZpendantes).
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4- FLI-1 rZgule directement IOexpression des genes impliquZs dans la

biogenese des ribosomes dans les cellules NN10

Nous avons ensuite testZ si ALIrZgulait directement IQegssion de ces genes
impliquZs dans la biogenese des ribosomes dans les cellules NN10 qui nOexprimentlque FLI
mais pas SP1. Les cellules NN10/TR et les cellules NN10 #5 ont ZtZ cultivZes pendant deux
jours en prZsence ou en absence de doxycyclinédARBsde ces cultures ont ZtZ extraits puis
rZtrotranscrits et des analyses de-8FCR ont ZtZ rZalisZes. Les rZsultats sont prZsentZs sur
la figure 28A. Le traitement par la doxycycline des cellules NN10/TR nOaffecte pas le taux de
transcrits des genes dBogenese des ribosomes (Figure 288arres blanches). En revanche,
|Oexpression dOune majoritZ de ces genes est rZduite apres dZplZtieh dsnElés cellules
NN10 #5 (Figure 28A barres noires). Ces rZsultats montrent donc quelFidgule
Zgalemat des genes impliquZs dans la biogensse des ribosomes dans les cellules NN10.

Le recrutement de FL1 sur le promoteur de ces genes a ZtZ testZ en immunoprZcipitant
la chromatine de cellules NN10 #5 non traitZes avec un anticorp&Lawtti puis les
fragments de chromatine correspondant aux promoteurs des genes de biogenese des
ribosomes ont ZtZ amplifiZs par gPCR. Les rZsultats prZsentZs sur la figure 28B montrent la
prZsence de FL1 sur le promoteur dOune majoritZ de ces genes.

LOensemble de ces rZasisuggeredonctres fortementque FLIL rZgule directement

|Oexpression de genes impliquZs dans la biogenese des ribosomes dans les cellules NN10.
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Figure 28 : FLI-1 rZgule directement IOexpression des memes genes impliquZs dans la bioger
des ribosomes dans les cellules NN10

A : Les cellules NN10/TR et les cellules NN10 #5 ont ZtZ cultivZes pendant deux jours en prZs
en absence de doxycycline avant la rZalisation dOexpZrieng@sgBER pour mesurer le taux d
transcrits des genes indiquZs. Les valeurs sont standardisZes par rapport aux cellules NN10/T
blanches) et NN10 #5 (barres noires) non traitZes (moyennes et Zcart types de trois ex|
indZpendantes).

B : Occupation de FLI-1 sur les promoteurs des genes indiquZs dZterminZe par des expZri
ChIP "~ partir de cellules NN10 #5 non traitZes ~ IOaide dOun anticorps anti-FLI-1 (barres nc
anti-Ubc9 contr™le (barres blanches). Le promoteur duggeahet la rZgion du locus de globir
alpha 129k sont utilisZs en contr™le nZgatif. Les valeurs reprZsentent les proportions relati
chromatine non immunoprZcipitZe et standardisZes par rapport au bruit de fond dZtermin
promoteur du gengapdh(moyennes et Zcart types de deux expZriences indZpendantes).
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Pour conclure cette partie qui a fait IOobjet dOune publication (cf. annexes Byons
donc montrZ que SAl et FLF1 contribuent de manisre additive " la survie, " la prolifZration
et au blocage de la diffZrenciation des cellules ZrythroleucZmiques de Friend et rZgulent
directement I0expression de memes genes impliquZs danemtié& Ztapes de la biogenese

des ribosomed~gure 29).!

SPI-1

AUTRES GéNES
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Partie 3
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Figure 29 : Contribution additives de FLI-1 et SPI-1 et rZgulation de genes cibles communes

Dans la premisre partie de mes rZsultats, jOai montrZ que FLI-1 et SPI-1 ont des contt
additives sur la prolifZration, la survie et le blocage de la diffZrenciation et rZgulent direc
IOexpression de genes impliquZs dans la biogensse des ribosomes.

Les deuxisme et troisisme parties seront consacrZes ~ dZterminer la contribution de ces gen
les fonctions de SPI-1 et FLI-1 et de dZterminer sOil existe dDautres genes cibles directes ¢
" ces deux facteurs.

Les fleches rouges indiquent les rZsultats dZj” dZmontrZs.

Les fleches vertes indiquent les questions posZes.



La rZgulation de ces genes souleve deux questions. La biogenese des ribosomes
contribue tOelle aux effets additifs de-ELét de SRI dans les cellules ME®R Existe tOil
dOautres ges cibles directs commsiii FLI-1 et~ SP41 ? Ces deux questions seront tratZe
dans les deuxieme et troisisme parties de mes rZsultats.
|

DEUXIEME PARTIE : LOABSENCE DE FLI1 ET DE SPH1 CONDUIT-ELLE

A UN STRESS RIBOSOMIQUE ?

|- Hypothese de travail etstratZgie expZrimentale

La diminution dOun nombre important de genes impliquZs dans la biogenese des
ribosomes en rZponse " la dZplZtion des facteursl S@&l FLF1 dans les cellules
ZrythroleucZmiques souleve la question du r™le de cette diminutionlGtamng de la
prolifZration et la diffZrenciation qui lui sont associZs. Comme nous avons pu le voir dans
mon introduction bibliographique, une perturbation de la biogenese des ribosomes peut
entrainer des modifications quantitatives et/ou qualitativesidesomes. Une altZration de la
biogenese des ribosomes peut Zgalement dZclencher une voie de stress stpgmsZ
ribosomique conduisant " la stabilisation de p53 et ~ IQactivation de ses fonctions via la
rZpression de MDA2 par certaines protZinesa#mmiques libres. De manisre intZressante, le
traitement de la lignZe ZrythroleucZmique SFFV DS19 (dont dZrive le clone 745A ZtudiZ ici)
par de faibles doses dOactinomycine D permet la reprise de leur processus de diffZrenciation
au dZtriment de leur préfiration (Terada et al., 1978). A faibles doses, IOactinomycine D
rZprime prZfZrentiellement |QactivitZ transcriptionnelle de IOARN polymZrase |. Cette
rZpression conduit ~ un stress ribosomique et IQactivation consZcutive de p53 (Jin et al., 2004).

La suexpression dOune protZine p53 de conformation sauvage dans une autre lignZe



ZrythroleucZmique SFFV DP16 conduit aux memes observations que le traitement par
|Oactinomycine D (Johnson et al., 1988ensemble de ces donnZes nous a conduit ~
proposer quel@bsence de FL1 et de SPI1 induirait IOapparition dOun stress
ribosomique et IQactivation consZcutive de pB@ii contribuerait ~ la mort, ~ [Qarret de la
prolifZration et ~ la reprise de la diffZrenciation des cellules NN10 et 745@igure 30).

Cette dexisme partie de mes rZsultats traitera de |Oexploration de cette hypothese. La

stratZgie que jOai utilisZe est schZmatisZe sur la figure 3

! "W
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Figure 30 : Hypothese de travail et stratZgie expZrimentale

Le facteur FLI-1 rZgule des genes impliquZs dans diffZrentes Ztapes de la biogenes
ribosomes. Notre hypothese de dZpart est que |Oabsence de FLI-1 induirait un :
ribosomique qui contribuerait ~ IQarrst de prolifZration, |IQapoptose et la reprise ¢
diffZrenciation des cellules ZrythroleucZmiques de Friend.
Les fleches bleues indiquent les rZsultats obtenus.
Les fleches oranges indiquent les diffZrentes Ztapes de notre stratZgie expZrimenta
vont stre traitZes dans cette partie des rZsultats. Si notre hypothese est bonne,
devrions pouvoir montrer que :

1- La dZplZtion de FLI-1 entraine une rZduction du nombre de ribosomes et
IQinverse une surexpression de FLI-1 stimule cette biogenese

2- Le traitement des cellules ZrythroleucZmiques NN10 et 745A par deux dro
dZcrites pour induire un stress ribosomique miment les effets induits par |Oabsen
FLI-1

3- La protZine p53 contribue " la diffZrenciation et ~ IQarrst de la prolifZration «
cellules ZrythroleucZmiques

4- La rZgulation du taux de protZine p53 est dZpendante de la protZine RPL1
mZdiateur du stress ribosomique

5- La dZplZtion de FLI-1 entraine IOaccumulation de protZines ribosomiques R
libres



Il - Contributions de FLI-1 et SPI1 " la biogenese des ribosome?
A) La dZpletion de FLI-1 et SPF1 rZduit la synthese des ARNr

La rZduction de IQexpression des genes impliquZs dans les diffZrentes Ztapes de la
biogenese des ribosomes observZe en absence dedilde SRI suggere que IOabsence de
ces deux facteurs pourrait conduire ~ uZeluction de cette biogenese. Afin de tester cette
hypothese, jOai quantifiZ le rendement dOextraction en ARN et le taux de transcrits de IODARNr
prZcurseur 45S, deux parametli&s ~ la synthese des ARNr dont nous avons pu voir quQelle
constituait la pai¢ limitante de la biogenese des ribosomes. JOai ainsi cultivZ les cellules
745A #44 en prZsence ou en absence de doxycycline pendant deux jours puis la

diffZrenciation a ZtZ induite par I0ajout dOHMBA deux jours avant IQanalyse.

1- LOabsence de SPEkt deFLI-1 rZduit le rendement dOextraction en

ARN par cellule

Les ARNr constituent pres de 80% de la quantitZ dOARN total. Ainsi, toute modulation
de la quantitZ dOARNr peut stre rZvZIZe par le calcul du rendement dOextraction en ARN ~
partir dOun meme nombde cellules quelque soit la condition. Pour tester la possibilitZ que
IOabsence de Fllet de SRI induseune rZduction de la quantitZ dOARNT, les cellules 745A
#44 ont ZtZ cultivZes pendant deux jours par la doxycycline puis leur diffZrenciation a ZtZ
induite par IDHMBA deux jours avant |Qanalyse. Les ARN ont ZtZ extraits ~ partir de 10
cellules puis ont ZtZ dosZs par spectrophdtenJV ~ 260 nm. Les rZsultats sont prZsentZs
sur la figure 3A.

La quantitZ dOARN total extraite ~ partir des celltlegZes par la doxycycline est

rZduite dOenviron 40 % par rapport aux cellules non traitZes (Fligurd @0 % en absence



contre 56 % en prZsence de doxycycline). De la meme manisre, le traitement par IOHMBA
rZduit Zgalement la quantitZ dOARN totaleagt(Figure 3A : 100 % en prZsence contre
45,7 % en prZsence dOHMBA). En revanche, le traitement simultanZ des cellules 745A #44
par IDHMBA et par la doxycycline ne rZduit pas de manisre significative la quantitZ dOARN
total extraite par rapport aux agis traitZes par IOHMBA seul (FigurBA3 45,7 % en
prZsence dOHMBA contre 34,2 % en prZsence dOHMBA et de doxycycline).
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Figure 31 : LOabsence de FLI-1 et SPI-1 rZduit la synthese des ARNr

A : Les cellules 745A #44 ont ZtZ cultivZes en absence ou en prZsence de doxycycline per
deux jours puis leur diffZrenciation a ZtZ induite par |Oajout dOHMBA deux jours av
analyse. Les ARN de 1.4@ellules ont ZtZ extraits et la quantitZ extraite ~ ZtZ dosZe p:
spectrophotomZtrie UV ~ 260 nm. Les valeurs normalisZes sur la quantitZ dOARN extrai
partir des cellules non traitZes reprZsentent la moyenne de trois expZriences indZpendantt
diffZrence significativeg-value< 0,05) NS :diffZrence non significatiye-¢alue> 0,05)

B : Mesure paRT-gPCRdu taux dOARNTr prZcurseur 45S de cellules 745A #44 et 745A /T
cultivZes dans les memes conditions quOen A. Les valeurs normalisZes sur IDARNm Acti
rapportZes au taux de transcrits 45S des cellules non traitZes reprZsentent la moyenne de
expZriences indZpendantes.
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2- LOabsence de FLlet de SRIL rZduit le taux dOARNr 45S

Les rZsultats prZcZdents suggerent donc qsgrithese des ARNr est rZduite apres la
dZplZtion de FLL ou de SRIL. Les ARNr matures sont formZs apres le clivage dOun ARNr
prZcurseur, IOARNr 45S. JOai donc voulu dZterminer si I0absenck eledeLSRIL pouvait
conduire ~ une rZduction du taux denscrits 45S. Les cellules 745A #44 ont donc ZtZ
cultivZes pendant deux jours par la doxycycline puis leur diffZrenciation a ZtZ induite par
IOHMBA deux jours avant [Oanalyse. Les ARN dOun meme nombre de cellules ont ZtZ extraits
puis rZtretranscrits. le taux de transcrits 45S a ZtZ quantifiZ par des expZriences de RT
gPCR. Les rZsultats sont prZsentZs sur la fidiBe 3

La figure 31B montre que le traitement des cellules 745A #44 par la doxycycline seule
rZduit le taux de transcrits 45S (Figur#B3 1 en absence contre 0,56 en prZsence de
doxycycline). De la meme maniere, le traitement par IDHMBA des cellules 745A #44 conduit
" une rZduction IZgerement plus importante de ce taux de transcrits (Figurel 32Babsence
contre 0,43 en prZsence dOHMBA)fIE le traitement simultanZ des cellules 745A #44 par
la doxycycline et par IODHMBA ne conduit pas ~ une rZduction plus importante du taux de
transcrits 45S que celle induite par IDHMBA seul (FigiB: 3,43 en prZsence dOHMBA
seul contre 0,39 en prZsendOHMBA et de doxycycline).

Ces rZsultats indiquent que I0absence dd Bulde SRI rZduit le taux de transcrits

prZcurseur 45S.

Pris ensemble, ces rZsultats suggerent que la diffZrenciation des cellules 745A #44
induite par IDHMBA sOaccompagne d@ishetion de la synthese des ARNr. A ce stade de
IOanalyse, il est difficile de conclure sur la contribution delFétl de SRI " la biogenese

des ribosomes, cette rZduction pouvant stre la consZquence de la diffZrenciation.



B) Effets de IOabsence de Flll et de SPi1 sur le taux des

protZines RPL11 et RPL24

JOai ensuite testZ |0effet de I0absence-tleeFde SRI sur le taux des protZines
ribosomiques RPL11 et RPL24 dont les anticorps Ztaient ~ disposition dans le laboratoire. JOai
donc cultivZ les @lules 745A #44 en prZsence ou en absence de doxycycline pendant deux
jours puis jOai induit leur diffZrenciation en ajoutant de IOHMBA deux jours avant [Qanalyse.
JOai analysZ le tauxsqeotZines RPL11 et RPL24 par Western blot dont les rZsultats sont
prZsentZs sur la figur@.3

La figure 2 montre que le traitement des cellules 745A #44 par la doxycycline nOa
aucun effet sur léaux de protZin®PL11 (figure 2A : comparer puits 1 et 2)i sur le taux
de protZineRPL24 (figure 2B : comparer puits 1 e?). En revanche, I¢raitementpar
IOHMBAentraineune diminution des protZines RPL11 (FiguPABet RPL24 (Figure 2B)
en moyenne plus importante en prZsence quOen absence de doxycycline, bien que cette
diminution varie dOune expZrience " IQautre. Amfigure 2 montre que le traitement par
IOHMBA des cellules 745A #44 entraine une Eg#duction du taux de protZiRPL11
(figure A : comparer puits 1 et;3100 % en absence contre 64 % en prZsence dOHMBA) et
de RPL24 (figure 2B : comparer puitd et 3; 100 % en absence contre 86 % en prZsence
dOHMBA). De la meme manisre, le traitement simultanZ des cellules 745A #44 par IOHMBA
et par la doxycycline conduit ~ une rZduction piogportante des taux de protZiRPL11
(figure A : comparer puits kBt 4 et 3 et 4 100 % en absence contre 50 % en prZsence
dOHMBA et de doxycycline) et RPL24 (figu2B3 comparer puits 1 et 4 puis 3 ef 200 %

en absence contre 33 % en prZsence dOHMBA et de doxycycline).



Ces rZsultats suggerent que I0absence dieardacteurs rZduit la quantitZ de protZines
ribosomiques RPL11 et RPL2tiggZrantine rZduction de la quantitZ de ribosomes prZsente

dans les cellules 745A #44.
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Figure 32 : LOabsence de FLI-1 et de SPI-1 semble rZduire la quantitZ de protZines
ribosomiques RPL11 et RPL24

Les cellules 745A #44 ont ZtZ cultivZes pendant deux jours en prZsence ou en absen
doxycycline (DOX) puis leur diffZrenciation a ZtZ induite par IOajout dOHMBA deux jours a
[Oanalyse.

A : Analyse par Western blot du taux de protZine RPL11 des cellules 745A #44 ayant sul
traitement dZcrit ci-dessus. En bas, le graphique montre la quantification par Image J.
valeurs, exprimZes en pourcentage du taux de RPL11 des cellules non traitZes, reprZsen
moyenne de trois expZriences indZpendantes.

B : Analyse par Western blot du taux de protZine RPL24 des cellules 745A #44 ayant sul
traitement dZcrit ci-dessus. En bas, le graphique montre la quantification par Image J.
valeurs, exprimZes en pourcentage du taux de RPL24 des cellules non traitZes, reprZsen
moyenne de trois expZriences indZpendantes.



C) La surexpression de FLI1 ne maintient pas la biogenese des ribosas en

prZsence dOHMBA

LOabsence de FlLlou de SRIL semble tre corrZlZe " une rZduction de la biogensse
des ribosomes. Ese quO~ I0inverse la surexpression delFtimule la biogenese des
ribosomes? Avant mon arrivZe au laboratoire, |OZ&aivait obtenu le clone znfli #11 en
transfectant les cellules 745A avec le vecteur pMTCHELCe vecteur permet IQexpression
defli-1 ~ partir dOun promoteactivZ parda prZsence de Zinc dans le milieu de culture. Ce
clone a ZtZ utilisZ pour montgue le maintien de I0expressiorilidé en prZsence dOHMBA
bloque la diffZrenciation des cellules 745A induite par cet agent chimique (Starck et al.,
1999). JOai donc utilisZ ce clone afin de dZtermimesarexpression diéi-1 maintenait la
biogense des ribosomes en prZsence dOHMBA. Les cellules 745A contr™les et les cellules
znfli-1 #11 ont donc ZtZ cultivZes pendant deux jours en prZsence dOHMBA avec ou sans 170
UM ZnCl2.

JOai dans un premier temps vZrifiZ que le traitement des cellules pai2leahduisait
" la surexpression de FL dans les cellules znfli #11 en msurant le taux de protZime.1-1
par Western blot. La figure33 montre que le traitement des cellules 745A par le ZnCI2 en
prZsence dOHMBAaffacte pas le taux de protZiRel-1 (Figure 3A : comparer puits 1 et
2). En revanche, le meme traitement des cellules -Anffil1 conduit = une augmentation
dOenviron trois fois du taux de protZine-EL(Figure 3A : comparer puits 3 et 4). Le
traitement par le ZnCl2 conduit donc ™ usigrexpression de FU dans le clone znfll #11.

Parallelement " cette quantification, jOai mesurZ le rendement dOextraction en ARN, le
taux dOARNTr prZcurseur 45S et le taux de transcrits dunigehein gene cible de FLL et de
SPH1. Les rZsultats sbprZsentZs respectivement sur les figuBgs 33C et BD. Les trois

figures montrent que le traitement des cellules AnfiiLl1, comme celui des cellules 745A par



le ZnCI2 nQaffecte pas de maniere significative le rendement dOextraction dOARN (Figure
33B: 100 % en absence contre 123 % en prZsence de ZnCl2), le taux de transcrits 45S
(Figure 3C: 100 % en absence contre 87 % en prZsence de ZnCl2) et le taux de transcrits
nip7 (Figure 3D : 100 % en absence contre 78 % en prZsence de ZnCl2).

Ces rZsultatmontrent donc que la surexpression de Feh prZsence dOHMBA nOaugmente

pas la biogenese des ribosomes des cellules 745A. Ces rZsultats suggerent un dZcouplage
entre la perturbation de la biogenese des ribosomes et la contribution-deakLblocage &l

la diffZrenciation des cellules 745A induite par IOHMBA. NZanmoins, ces rZsultats
nOZliminent pas la contribution de la baisse de la biogenese des ribosomes " la diffZrenciation

induite par IOHMBA et par la doxycycline.
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Figure 33 : La surexpression de FLI-1 ne stimule pas la biogenese des ribosomes

Les cellules znfli-1 #11 et 745A parentales ont ZtZ cultivZes pendant deux jours en prZsendé de
HMBA en prZsence ou en absence de 170 uM zZnClI2.

A : Analyse par Western blot du taux de protZine FLI-1 (partie haute) et Actine (partie basse) extra
partir des cellules 745A (puits 1 et 2) et znfli-1 #11 (puits 3 et 4) en prZsence dOHMBA avec (puits 2
ou sans ZnCI2 (puits 1 et 3). Les chiffessdessousdes blots correspondent ~ la moyenne 2t#f-type

de la quantification des Western par Image J de 3 expZriences indZpendantes. Les donnZe
normalisZes par rapport aux cellules sans ZnCl2. * : diffZrences significatives (p < 0,05)

B : Calcul du rendement dOextraction dOARN " partir decgélliles 745A (deux colonnes de gauche)
et znfli-1 #11 (deux colonnes de droite) en prZsence (colonnes rouges) ou en absence de ZnCI2 (cc
bleues). Les valeurs correspondent ~ la moyenne de 3 expZriences indZpendantes et sont normalis
rapport aux valeurs des cellules sans ZnCI2.

Mesure paRT-gPCRdu taux de prZcurseurs 453) et du taux dOARNm NipDY " partir des cellules
745A (deux colonnes de gauche) et znfli-1 #11 (deux colonnes de droite) en prZsence (colonnes ri
ou en absence de ZnCI2 (colonnes bleues). Les valeurs correspondent ~ la moyenne de 3 expZ
indZpendantes et sont normalisZes par rapport aux valeurs des cellules sans ZnCI2. Elles sont rap
au nombre de cellules pour le prZcurseur 45S.



Il - LOinduction dOun stress ribosomique mime tOil I0effet de I0absence decfLI

de SPH1?

!
A) Le traitement des cellules NN10 #5 par de faibles doses dOactinomycine D

induit leur diffZrenciation et un arret de prolifZration

Comme mentionnZ dans le parguira A de cette deuxisme partie, une perturbation de
la biogenese des ribosomes peut dZclencher une voie de stress appelZe stress ribosomique qui
conduit ~ IOactivation de p53. Dans un premier temps, jOai voulu dZterminer si IQinduction
artificielle dOun stss ribosomique pouvait mimer IQabsence del Ftlde SRIL dans les
cellules NN10 #5. JOai donc cultivZ les cellules NN10 #5 en prZsence de faibles doses
dOactinomycine D (ActD) ou de DMSO (contr™le du solvant) pendant trois jours et jOai
mesurZ la suie, la prolifZration et la diffZrenciation de ces cellules. A faibles doses, IOActD
bloque prZfZrentiellement IQactivitZ ARN polymZrase | et est dZcrite pour induire un stress
ribosomique.

La figure A montre que le traitement des cellules NN10 #5 pafaildes doses
dOActD induit IOapparition de cellules mortes (Figithe: 3,4 % en absence contre 22,8 %
en prZsence dOActD), une rZduction du nombre total de cellules (Fgurd@® % en
absence contre 6,6 % en prZsence dOActD) et IOapparitionlde k&thoglobinisZes signant
la diffZrenciation (Figure\ : moins de 0,5 % en absence contre 20 % en prZsence dOActD).
Aucun des phZnotypes dZcrits nOest observZ apres le traitement des cellules NN10 #5 par le
DMSO.
Ces rZsultats montrent donc que létéraent des cellules NN10 #5 par de faibles doses

dOActD mime les effets induits par IOabsence dé. FLI
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Figure 34 : Les traitements des cellules NN10 #5 et 745A #44 par I0actinomycine D ou par
le 5-fluorouracile miment les effets de IOabsence de FLI-1 et SPI-1

A : Les cellules NN10 #5 et 745A #44 ont ZtZ cultivZes pendant trois jours en absence (N
(barres bleues foncZes) ou en prZsencendgnl dOactinomycine D (A) (barres rouges) ou de

0,0002 % DMSO (barres bleues claires) (contr™|e de solvant). Le pourcentage de cellules mc
(graphe du haut), le nombre total de cellules (graphe du milieu ® exprimZ en pourcentage
cellules non traitZes) et le pourcentage de cellules colorZes " la benzidine ont ZtZ mesurZs
comptage cellulaire. Les barres reprZsentent la moyenne de trois expZriences indZpendante
diffZrence significative (p < 0,05).

B : Les cellules NN10 #5 et 745A #44 ont ZtZ cultivZes pendant trois jours en absence (N
(barres bleues foncZes) ou en prZsence gMi@e Sfluorouracile(F) (barres rouges) pendant
trois jours. Le pourcentage de cellules mortes (graphe du haut), le nombre total de cellu
(graphe du milieu B exprimZ en pourcentage des cellules non traitZes) et le pourcentage
cellules colorZes " la benzidine ont ZtZ mesurZs par comptage cellulaire. Les barres reprZsel
la moyenne de trois expZriences indZpendantes. * : diffZrence significative (p < 0,05).
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Le traitement des cellules 745A #44 par de faibles doses dOActD mime les effets

de IOabsence de Fi1 et de SPi1

JOai ensuite voulu dZterminer si IOActD avait les memes effets dans les cellules 745A
#44. Les cellules 745A #44 ont ZtZ cultivZes pendant trois jours en absence ou en prZsence
dOActD ou de DMSO. La survie, la prolifZration et la diffZrenciation ont ZZéstekes
rZsultats sont prZsentZs sur la figu. 3

Comme nous pouvons IQobserver, le traitement par IOActD des cellules 745A #44
conduit ~ une rZduction du nombre total de cellules (Figd#e:3100 % en absence contre
25,5 % en prZzsence dOActD) etdpfarition de cellules hZmoglobinisZes (Figu4é 3
moins de 0,5 % en absence contre 16,1 % en prZsence dOActD). En revanche, contrairement
au traitement des cellules NN10 #5, le traitement des cellules 745A #44 par I0ActD nOa pas
dOeffets sur leur surviEigure 3IA : moins de 1 % en absence contre 1,4 % en prZsence
dOActD). Le traitement des cellules 745A #44 par le DMSO nQa strictement aucun effet sur
ces trois parametres.

Ces rZsultats montrent donc que IOActD comme |Oabsenceldet felel SRIL induit

un arrst de prolifZration et une reprise de la diffZrenciation de cellules 745A #44.

C) Le traitement des cellules NN10 #5 par le 5 fluorouracile {bU) mime les

effets de IQabsence de FLI

JOai ensuite voulu tester [Oeffet dOune autree didgrite pour induire un stress
ribosomique, le 5 FULes produits de la mZtabolisation de cette dragdiacorporent dans les
ARNr et inhibent leur maturation. Le groupe de H. Lu a montrZ que le traitement des cellules

humaines U20S par leBU induit unstress ribosomique et [Qactivation consZcutive de p53



(Sun et al., 2007). JOai donc cultivZ les cellules NN10 #5 en absence ou en prZsehte de 5
pendant trois jours et la survie, la prolifZration et la diffZrenciation de ces cellules ont ZtZ
mesurZes.

La figure 3B montre que le traitement des cellules NN10 #5 parf&J Sonduit ~
|Oapparition de cellules mortes (Figud® 3 moins de 0,5 % en absence contre 21,3 % en
prZsence de-bU), " la rZduction du nombre total de cellules (FigutB 3100 % erabsence
contre 8,6 % en prZsence d€B) et " IQapparition de cellules hZmoglobinisZes (FigiBe 3
moins de 0,5 % en absence contre 10,3 % en prZsendelye 5

Ces rZsultats montrent que, le traitement des cellules NN10 #5 pafUe comme
celui par IOActD et IOabsence de -ELlinduit la mort, IQarret de prolifZration et la

diffZrenciation dscellules NN10.

D) Le traitement des cellules 745A #44 par le-BU mime les effets de IOabsence de

FLI-1 et de SPi1

Les cellules 745A #44 ont ZtiltivZes pendant trois jours en absence ou en prZsence de
5-FU afin de tester IQeffet de cette drogue sur leur survie, leur prolifZration et leur
diffZrenciation. Les rZsultats sont prZsentZs sur la figie 3

Comme nous pouvons IOobserver sur cettieefide traitement des cellules 745A #44
par le5-FU conduit ~ IQapparition de cellules mortes (Figdi :3noins de 0,5 % en absence

contre 36,7 % en prZsence deW), " la rZduction du nombre total de cellules (FigutB 3



100 % en absence contre 3@ en prZsence deF)) et enfin ~ IQapparition de cellules
hZmoglobinisZes (FiguretB : moins de 0,5 % en absence contre 12,8 % en prZsenee de 5
FU).

Ces rZsultats montrent que le traitement des cellules 745A #44 mime les effets

phZnotypiques de I0abseded-L}1 et de SRL.

Pris ensemble, ces rZsultats montrent que deux drogues dZcrites pour induire un stress
ribosomique miment les effets de IOabsence dé EtLHe SRI sur le phZnotype des cellules

NN10 et 745A.
IV - Activation modZrZe du taux de p3 en rZponse " la dZplZtion de FE1 et de SP!

1 dans les cellules NN10 et 745A

A) p53 est exprimZ dans les cellules 745A et NN10

Comme jOai dZj” pu le mentionner dans ce manuscrit, un stress ribosomique, induit par
exemple par de faibles dos@®ActD conduit ~ IQactivation de g6Boong et al., 2009). Le
facteur de transcription p53 est mutZ de manisre rZcurrente dans les lignZes
ZrythroleucZmiques de Friend. En particulier, les cellules 745A prZsentent la mutation C269S
qui touche le domainde liaison ~ IODADN de p53 (Barnache et al., 1998). Cette mutation
affecte 1QactivitZ transcriptionnelle de p53. La protZine p53 possede Zgalement une activitZ
cytoplasmique qui intervient notamment dans la contribution de p53 ~ IOapoptose (Wolff et
al., 2008). MalgrZ cette mutation dans les cellules ZrythroleucZmiques de Friend, p53 pourrait
malgrZ tout conserver cette activitZ cytoplasmi@merevanche, aucune donnZe documentant

une mutation de p53 dans les cellules NN10 nOest disponible dans lartttZrat



Dans un premier temps, jOai voulu dZterminer si les cellules NN10 #5 et 745A #44
produisaient la protZine p53. JOai donc analysZ estelY blot le taux de protZip&3 de ces
cellules en prenant comme contr™le positif les cellules Zrythroleucs miéyfeiend CB7
(Munroe et al., 1990) et comme contr™le nZgatif les cellules ZrythroleucZmiques de Friend
CB3 (BenDavid et al., 1988).

La figure 3 montre un taux de protZine p53 tres important dans les cellules NN10 #5
(figure 3 : voir puits 3). Le tax de protZingp53 des cellules 745A #44 est, en revanche,
beaucoup plus modZrZ (figure:3omparer puits 3 et 4).

Ces rZsultats 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 protZine p53 des cellules ZrythroleucZmiques CB3 (F
contr™le nZgatif), CB7 (Puits 2 B contr™le positif), NN10 #5 (Puits 3) et 745A #44 (F
LOactine est montrZe en contr™le de charge.



!
B) Le traitement des cellules NN10 #5 et 745#44 par de faibles doses dOActD

conduit ~ IOaigmentation du taux de protZinede p53

Comme mentionnZ dans la partie B, le traitement par IOActD des cellules NN10 #5 et
745A #44 mime les effets induits par IOabsence dd Etide SRIL. Plusieurs groupeont
montrZ que le traitement similaire de diffZrents types cellalapreduisait ~ la stabilisation
de p53 (Choong et al., 200%5undqvist et al., 2009). JOai donc voulu dZterminer si le
traitement des cellules NN10 #5 et 745A #44 par IOActD condui€sitigmentation du taux
de protZine p53. Les cellules NN10 #5 et les cellules 745A #44 ont donc ZtZ cultivZes en
absence ou en prZsence de faibles doses dOActD ou de DMSO (contr™le du solvant) pendant
trois jours. JOai rZalisZ des extraits protZiquasxtet des extractions dOARDUr doser le
taux de protZinet de transcrits p53 dans ces cellules. Les rZsultats sont prZsentZs sur la figure
36.

La figure A montre que le traitement des cellules 745A #44 et des cellules NN10 #5
par IOActD conduit ~ unaigmentation du taux de protZipg3 (figure BA : 745A #44: 100
en absence contre 520 en prZsence dQANNDNO #5: 100 en absence contre 199 en
prZsence dOActD). En revanche, le DMSgifete pas le taux de protZip&3 dans les
cellules 745A #44 (Fure BA : 100 en absence contre 158 en prZsence de DMS{aNs
les cellules NN10 #5 (Figures8 : 100 en absence contre 133 en prZsence de DMSO).

Afin de dZterminer si cetteugmentation du taux de protZims3 observZe apres
traitement par IOActD desliules NN10 #5 et 745A #44 est liZe ~ une augmentation du taux
de transcrits du geng53 jOai mesurZ ce taux par des expZriences egP®R. Nous
pouvons constater que IOActD nQaffecte pas le taux de trapidims les cellules 745A
#44 (Figure 8B : 1 en absence contre 1,25 en prZsence dOgtaiBs les cellules NN10 #5

(Figure 3B : 1 en absence contre 1,12 en prZsence dOActD).
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Figure 36 : Le traitement par de faibles doses dOactinomycine D augmente le taux de protZ

p53 dans les cellules NN10 #5 et 745A #44

Les cellules 745A #44 et les cellules NN10 #5 ont ZtZ cultivZes pendant trois jours en absen

prZsence dOActD ou de DMSO.

A : Mesure par Western blot du taux de protZine p53 et quantification du signal par le |
ImageJ. Les valeurs reprZsentent la moyenne de trois expZriences indZpendantes. * : p<0,05

B : Mesure par RT-gPCR du taux de transcrits du g8® Les valeurs sont rapportZes au taux
transcrits du geneactine et sont normalisZes par rapport aux cellules non traitZes. Les v

reprZsentent les moyennes de trois expZriences indZpendantes.
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Ces rZsultats montrent donc que le traitement des cellules NN10 #5 et 745A #44 par de
faibles doses dOActD conduit ~ une augmentation du taux de neqz3 indZpendaatde
son niveau dOARNmM. Ces rZsultats suggerent Zgalement que, bien que mutZe, la protZine p53
conserve une rZgulation en rZponse au traitement par une drogue (ActD) connueupreur ind

une voie de stress ribosomique.

C) LOabsence de FL1 augmente le taux de protZin@53

Fort de ces rZsultats, je me suis intZressZ aux effets de IQabsence eedISPi1
sur le taux de protZings3 des cellules 745A #44 et NN10 #5.

Les celluls NN10 #5 ont donc ZtZ cultivZes pendant trois jours en prZsence ou en
absence deakycycline. Le taux de protZines3 a ZtZ mesurZ par Western blot. Comme nous
pouvons le voir sur la figure7a, I0absence de FlLlest corrZIZe ~ une augmentation du taux
de proZinep53 Figure 37A : 100 en absence contre 162 en prZsence de doxycycline).

Les cellules 745A #44 ont ZtZ cultivZes pendant deux jours en absence de doxycycline
puis leur diffZrenciation a ZtZ induite par I0ajout dOHMBA deux jours avant |Qartalyse d
de protZin@53 par Western blot. De fason surprenante, la fi@f# montre que 10induction
de la diffZrenciation des cellules 745A #44 par IOHMBA sOaccompagne dOune rZductio
drastique du taux de protZipb3 Figure 3A : 100 en absence contre 2h prZsence
dOHMBA). En revanche, le traitement simultanZ des cellules 745A #44 par IDHMBA et par la

A

doxycycline augmente le taux de protZip&3 comparZ ~ celui des cellules traitZes
uniqguement par IOHMBA (Figure/8: 27 en prZsence dOHMBA contre 63pefisence
dOHMBA et de doxycyclineNZanmoins, ce taux de protZim@atteint pas celui des cellules

non traitZesKigure 37 : 100 en absence contre 63 en prZsence dOHMBA et de doxycycline).



Ces rZsultats indiquent donc que I0absence de &riduit ~ ure augmentation du taux de
protZine p53. JOai voulu ensuite dZterminer si cette augmentation Ztait liZe ~ une augmentation
du taux de transcrits p53. Les ARN des cellules traitZes dans les memes conditions dZcrites ci
dessus ont ZtZ extraits puis r&teoscrits. Des expZriences dePCR ont ZtZ rZalisZes afin

de doser le taux de transcrits p53. Les rZsultats prZsentZs sur |8 Tgumentrent que le
traitement des cellules NN10 #5 par la doxycycline nOaffecte pas de manisre significative le
taux de trascrits p53 Figure 3B : 1 en absence contre 0,76 en prZsence de doxycycline). De

la meme manisre, les traitements des cellules 745A #44 par IOHNMiR@Iré 3B : 1 en

absence contre 1,18 en prZsence dOHMBA) ou par IDHMBA et par la doxyEjglires (

37B: 1 en absence contre 1,63 en prZsence dOHMBA et de doxycycline) nOaffectent pas le
taux de transcrits p53. Ces rZsultats indiquent donc que IOaugmentation de p53 observZe en
prZsence de doxycycline dans les cellules NN10 #5 et en prZsence dOHMBA et de
doxycycline dans les cellules 745A #44 nOest pankZcoence dOune augmentatiorady t

de sestranscrits.



NN10 #5 T45A #44
’ \ [ Non HMBA |
- + Dox traitZes HMBA DOX
p53
Actine
1 2 3 4 °
P53/ * * *
Actine % 100 162 (49) 10 °f >
B
NN210 #5 T45A #44
) 2 = s
g 1% n=3 n=3
g - 25
® 15 . B
g - D Non traitZes g g 2 D Non traitZes
1 14 HMBA
%: 0.75 +— T I:] DOX % % " B |:|
g Y S D HMBA DOX
§ os i - gt N
0,25 +— — 05 1] |
0

0
Figure 37 : LOabsence de FLI-1 conduit ~ une augmentaton du taux de protZine ps3 dans
cellules 745A et NN10

A : Analyse en Western blot du taux de protZine p53 des cellules NN10 #5 cultivZes pende
jours en absence (Puits 1) ou en prZsence (Puits 2) de doxycycline et des cellules 745A #4.
par IODHMBA avec (puits 5) ou sans (Puits 4) doxycycline ou non traitZes (puits 3). 18estti
utilisZe comme contr™le de charge. Les valeurs indiquZes reprZsentent les moyennes e
types de la quantification des blots ~ IQaide du logicelgel”~ partir de cing expZrience
indZpendantes. * : p<0,05.

B : Analyse paRT-qPCRdu taux de transcrits p53 des cellules NN10 #5 (graphique de gauc
745A #44 (graphique de droite) cultivZes dans les memes conditions quOen A. Les
rapportZes au taux de transcrits deti@e! et ~ la valeur des cellules non traitZes, reprZsente
moyenne de trois expZriences indZpendantes.
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D) LOaugmentation de p53 ne contribue pas " la diffZrenciation ni ~ la

prolifZration des cellules 745A #44 et desltules NN10 #5

LOabsence de FlLidans les cellules NN10 #5 et les cellules 7484 #ugmente le
taux de protZin@53. JOai testZ la contribution de cette augmentation ~ la diffZrenciation et ~

|Qarrst de prolifZration de ces cellules en rZptindexpssion de p53 par siARN

1- RZpression de p53 dans les cellules NN10 #5 en prZsence de

doxycycline

Les cellules NN10 #5 ont donc ZtZ cultivZes pendant trois jours en absence ou en
prZsence de doxycycline et transfectZes soit sans SiARN soit avec desdsilyZsl contre
IOARNM du gene codant la lucifZrase (siLUC) soit avec des siARN dirigZs contre IDARNm du
gene codant p53 (siP53). La diffZrenciation et la prolifZration de ces cellules orgsitZes.

Les rZsultats sont prZsentZs sur la fi§8re

Dans i premier temps, jOai testZ la rZpression de p53 par cés esiAdfosant le taux
de protZingp53 par Western blot. La figuré8® montre ur rZduction du taux de protZine
p53 en prZsence des siP53 alors que les siLUC nOont pas dQeffets sur le tameqsBrotZi

JOai ensuite testZ la prolifZration de ces cellules par des comptages cellulaires. Comme
attendu, le traitement des cellules NN10 #5 par la doxycycline conduit ~ une rZduction du
nombre total de cellules en absence de siARNufe 38 : 100 % en bsence contre 67 % en
prZsence de doxycycline) et en prZsence de silFilire 38 : 96,2 % en absence contre
59,3 % en prZsence de doxycycline). La rZpression de p53 nOattZnue pas cette rZduction

(Figure 38 : 80,5 % en absence contre 52,4 % en prZsendexycycline).



JOai enfin testZ la diffZrenciation en calculant la proportion de cellules hZmoglobinisZes
par des comptages de cellules colorZes par la benzidine. La prZsence de siLUC nQaffecte pas
IOhZmoglobinisation des cellules NN10 #5 induite pasXgogcline (Figure 8C: 15,6 % en
absence de siARN contre 15,9 % en prZsence de siLUC). De la meme manisre, la rZpression
de p53 nOattZnue pas cette diffZrenciation (Fig@e B5,6 % en absence de siARN contre
15,7 % en prZsence de siP53).

Ces rZsultat montrent donc que p53 ne contribue pas "~ IQarret de prolifZration et " la

diffZrenciation des cellules NN10 #5 induite par IOabsence de! FLI
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Figure 38 : LOactivation de p53 ne contribue pas " |Qarrst de la prolifZration et " la diffZrenciation de
cellules NN10 et 745A induite par [Oabsence des facteurs ETS

A : Analyse par Western blot du taux de protZine p53 de cellules NN10 #5 cultivZes pendant trois jours er
(Puits 1, 3 et 5) ou en prZsence (Puits 2, 4 et 6) de doxycyclirmnsfiectZesine fois soit sansiARN (Mock)
(Puits 1 et 2) soit avec de#\RN dirigZs contre IDARNm de la lucifZrase (Puits 3 et 4) soit aveiAdR dirigZs
contre IDARNm de p53 (Puits 5 et 6). LOagtiest montrZ en contr™le de chaBgeMesure de la prolifZratior
des cellules NN10 #5 dans les conditions dZcrites en A. Les valeurs exprimZes en pourcentage des ce
traitZes etransfectZesanssiARN reprZsentent la moyenne de trois expZriences indZpendanteksure de la
diffZrenciation des cellules NN10 #5 dans les conditions dZcrites en A. Les valeurs exprimZes en pource
cellules traitZes dransfectZesanssiARN reprZsentent la moyenne de trois expZriences indZpendante
Analyse par Western blot du taux de protZine p53 de cellules 745A #44 cultivZes pendant deux jours et
(Puits 1, 3 et 5) ou en prZsence de doxycycline puis deux jours en prZzsence dOHMBA (puits 2, 4
transfectZedeux fois soit sansiARN (Puits 1 et 2), soit avec ds#\RN dirigZs contre la lucifZrase (Puits 3 et
soit avec desiARN dirigZs contre p53 (Puits 5 et 6). LOaddiest montrZe en contr™le de chd&geMesure du
nombre total de cellules 745A #44 dans les conditions dZcrites en D. Les valeurs exprimZes en pource
cellules traitZes efransfectZesanssiARN reprZsentent la moyenne de trois expZriences indZpendante
Mesure de la diffZrenciation des cellules 745A #44 dans les conditions dZcrites en D. Les valeurs expr
pourcentage des cellules traitZestransfectZesanssiARN reprZsentent la moyenne de trois expZrier
indZpendantes.
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2- RZpression de p53 dans les cellules 745A #44 en prZsence

dOHMBA et de dyxycline

Les cellules 745A #44 ont ZtZ cultivZes pendant deux jours en absence ou en prZsence
de doxycycline et transfectZes soit sans siARN soit avec des siLUC soit avec des siP53. Leur
diffZrenciation a ZtZ induite par I0ajout dOHMBA et les cellulde nptiveau ZtZ soumises
une nouvelle transfection deux jours avant IOanalyse. Les rZsultats sont prZsentZs sur la figure
38D, E et F.

JOai mesurZ la rZpression de p53 par cedNséhRlosant le taux de protZipB3 par
Western blot. La figuré8D montre quOen prZsende siP53, le taux de protZipg3 est
rZduit (Figure 8D : comparer les puits 1 et 5 et les puits 2 et 6). En revanche, la prZsence de
SiLUC dans les cellules 745A #44 nQaffecte pas le taux denprp&B (Figure 8D :
comparer les puits &t 3 et les puits 2 et 4). Ces rZsultats indiquent que [Oexprespih de
est rZprimZe dans les cellules 745A #44 en prZsence des siP53.

Comme pour les cellules NN10 #5, jOai mesurZ la prolifZration des cellules 745A #44
dans ces diffZrentes conditionarples comptages cellulaires. La fig®@E montre que le
traitement simultanZ par IOHMBA et par la doxycycline entraine une rZduction du nombre
total de cellules en absence de siARN (Figus& 3100 % en absence contre 25 % en
prZsence dOHMBA et de doygline) et en prZsence de siLUC (FiguE3 94,5 % en
absence contre 34,7 % en prZsence dOHMBA et de doxycycline). La rZpression de p53
nOattZnue pas cette rZductieigure 3& : 90,6 % en absence contre 31,4 % en prZsence
dOHMBA et de doxycycline).

JOamesurZ la diffZrenciation des cellules 745A #44 en calculant la proportion de

cellules hZmoglobinisZes par des comptages de cellules colorZes par la benzidine. La figure
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38F montre que la prZsence de siLUC dans les cellules 745A #44 nQaffecte pas la
diff Zrenciation induite par IDHMBA et par la doxycycline (Fig8Fe: 300 % en absence de
SiARN contre 89,3 % en prZsence de siLUC). Les memes rZsultats sont observZs apres
rZpression de p5Figure 3% : 100 % en absence de siARN contre 108,9 % en prZsence
SiP53).

Ces rZsultats indiquent donc que la protZine p53 ne contribue pas ~ IOarret de la
prolifZration et " la diffZrenciation des cellules 745A #44 induits par IOabsence et
FLI-1.

3 RZpression de p53 dans les celllNdE 0 #5 en prZsence dOActD

Afin de dZterminer si IOabsence de contribution de p53 " la diffZrenciation et ~ IQarrst de
prolifZration induits par IQabsence de-Fldt de SRI est la consZquence dOune perte de
fonction liZe ~ sa mutation, jOai voulu dZfieer si p53 pouvait contribuer aux phZnotypes
induits par IOActD dont il a ZtZ dZcrit que les effets Ztaient au moins partiellement dZpendants
de ce facteur. Pour rZpondre " cette question, jOai cultivZ les cellules NN10 #5 pendant trois
jours en absenaeu en prZsence dOActD ou de DMSO et je les ai transfectZes soit sans SiARN
soit avec des siLUC soit avec des siP53. Les rZsultats sont prZsentZs sur3a.figure

La figure 39A montre que la transfection des cellules NN10 #5 avec des siP53 entraine
une rZdiction du taux de protZingb3 quelque soit la condition de traitement (Fig39a :
comparer les puits 1 et 7, les puits 2 et 8 et les puits 3 et 9). En revanche, la prZsence de
siLUC nOaffecte pas le taux detfinoep53 (Figure39A : comparer les puits et 4, les puits 2
et 5 et les puits 3 et 6). Ces rZsultats indiquent donc que IQexpresS8resterZprimZe par
les siP53 dans les cellules NN10 #5.

Comme prZcZdemment, la prolifZration des cellules NN10 #5 a ZtZ mesurZe par des

comptages cellulaire€Comme attendu, le traitement des cellules NN10 #5 par de faibles
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doses dOActD entraine une rZduction du nombre total de cellules en absence de siARN (Figure
39B : 100 % en absence dOActD contre 36,6 % en prZsence dOActD) et en prZsence de siLUC
(Figure39B : 103,2 % en absence contre 25,1 % en prZsence dOActD). De la meme manisre,
la rZpression de p53 nQattZnue pas cette rZduction du nombre total de cellule39BFigure

95,8 % en absence contre 31,9 % en prZsence dOActD).

La diffZrenciation des cellulddN10 #5 a ZtZ mesurZe par des comptages de cellules
colorZes par la benzidine. La figu86C montre que la prZsence de siLUC nOaffecte pas la
diffZrenciation des cellules NN10 #5 induite par IOActD (Figa@: 100 % en absence de
SiARN contre 105,6 % eprZsence de siLUC) comme la rZpression de p53 (Fa§@re 100
% en absence de siARN contre 141,7 % en prZsence de siP53).

Ces rZsultats dZmontrent donc que p53 ne contribue pas " IOarrst de prolifZration et " la

diffZrenciation des cellules NN10 #5 ingupar IOActD.
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Figure 39 : LOactivation de p53 ne contribue pas " IQarrst de prolifZration et ~ la diffZrenciation des celluls
745A et NN10 induits par IOactinomycine D

A : Analyse par Western blot du taux de protZine p53 de cellules NN10 #5 cultivZes pendant trois jours er
(Puits 1, 4 et 7) ou en prZsence dOactinomycine D (Puits 2, 5 et 8) ou de DMSO (Puits 3 tgesfecetesne fois
soit sansiARN (Mock) (Puits 1, 2 et 3) soit avec dei?\RN dirigZs contre IDARNm de la lucifZrase (Puits 4, 5 «
soit avec desiARN dirigZs contre IDARNm de p53 (Puits 7, 8 et 9). LO&atisemontrZ en contr™le de chaBge.
Mesure de la prolifZration des cellules NN10 #5 dans les conditions dZcrites en A. Les valeurs expri
pourcentage des cellules non traitZesransfectZesanssiARN reprZsentent la moyenne de trois expZrier
indZpendante< : Mesure de la diffZrenciation des cellules NN10 #5 dans les conditions dZcrites en A. Les
exprimZes en pourcentage des cellules traitZesnsfectZesanssiARN reprZsentent la moyenne de trois expZrier
indZpendanted : Analyse par Western blot du taux de protZine p53 de cellules 745A #44 cultivZes pendan
jours en absence (Puits 1, 4 et 7) ou en prZsence dOactinomycine D (Puits 2, 5 et 8) ou de DMSO (Puits ¢
transfectZesine fois soit sansiARNs (Puits 1, 2 et 3) soit avec de#ARN dirigZs contre IDARNm de la lucifZra
(Puits 4, 5 et 6) soit avec dsi®\RN dirigZs contre IDARNm de p53 (Puits 7, 8 et 9). LO&atistemontrZe en contr™
de chargeE : Mesure du nombre total de cellules 745A #44 dans les conditions dZcrites en D. Les valeurs e
en pourcentage des cellules traitZestrahsfectZessanssiARN reprZsentent la moyenne de trois expZrier
indZpendanted: : Mesure de la diffZrenciation des cellules 745A #44 dans les conditions dZcrites en D. Les
exprimZes en pourcentage des cellules traitzesnsfectZesanssiARN reprZsentent la moyenne de trois expZrier
indZpendantes.
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RZpression de p53 dans les cellules 745A #44 en prZsence dOActD

Les cellules 745A #44 ont ZtZ cultivZes pendant quatre jours en absence ou en prZsence
dOActD ou de DMSO et transfectZes deux fois soit sandlsigiRavec des siLUC soit avec
des siP53. Le taux de protZip83, la prolifZration et la diffZrenciation sont prZsentZs sur la
figure 39.

La figure39D montre que la transfection des cellules 745A #44 avec des siP53 conduit
" la rZduction du taux de pghep53 (Figure39D : comparer les puits 1 et 7, les puits 2 et 8
et les puits 3 et 9) tandis que la prZsence de siLld@ent® pas le taux de protZip&3
(Figure 39D : comparer les puits 1 et 4, les puits 2 et 5 et les puits 3 et 6). Ces rZsultats
montent que [OexpressionpiES est rZprimZe par les siP53.

JOai mesurZ la prolifZration des cellules 745A #44 par des comptages cellulaires.
Comme nous pouvons IOobserver sur la figaEe le traitement des cellules 745A #44 par
IOACtD induit une rZductiaiiu nombre total de cellules que ce soit en absence de siARN
(Figure39E : 100 % en absence contre 55,3 % en prZsence dOActD) ou en prZsence de siLUC
(Figure 39E : 134,6 % en absence contre 49,7 % en prZsence dOActD). La rZpression de p53
nOa aucun effet rsgette rZduction (Figur89E : 106,1 % en absence contre 48,4 % en
prZsence dOActD).

JOai enfin mesurZ la diffZrenciation des cellules 745A #44 par des comptages de cellules
colorZes par la benzidine. La figu88F montre que la prZsence de siLUC nOeffeas la
diffZrenciation induite par IOActD (Fig88F : 100 % en absence de siARN contre 121 % en
prZsence de siLUC) comme la rZpression de p53 (FRgire 100 % en absence de siARN
contre 121,2 % en prZsence de siP53).

Ces rZsultats indiquent dorgue la protZine p53 ne contribue pas ~ [Qarret de

prolifZration et ~ la diffZrenciation des cellules 745A #44 induite par IOActD.



LOensemble des rZsultats prZsentZs dans ce paragraphe suggere que la protZine p53 nOest
pas fonctionnelle dans les cellules NNgi0745A. Notre hypothese de dZpart qui Ztait quOun
stress ribosomique conduisant ~ IQactivation de p53 contribue " la diffZrenciation et " IOarrst
de prolifZration induits par [Oabsence de ket SPi1 est donc invalidZe. NZanmoins, ces
rZsultats nOZlinent pas la possibilitZ que IOaugmentation du taux de protZine p53 observZe

en absence de Fll puisse rZsulter dOun stress ribosomique.

IV-  LOabsence de FL1 et de SPi1 conduit-elle ~ un stress ribosomique

stabilisant p53?

Afin de tester cette hypothesjOai entrepris de dZterminer dOune part si IOaugmentation
de p53 en absence de FLIZtait dZpendante de la protZine RPL11, un des mZdiateurs
essentiels du stress ribosomique et dOautresip@iaugmentation du tade protZinep53
observZe dans leslicdes 745A #44 en prZsence dOHMBA et de doxycycline comparZe au

taux de p53 en prZsence dOHMBA Ztait la consZquence dOun stress ribosomique.

A) La rZpression de Rpl11 nOattZnue pas IOaugmentation du taux de protZine p53

des cellules 78A #44

Afin de dZterminer si IGgmentation du taux de protZip8&3 induite par le traitement
simultanZ des cellules 745A #44 par IOHMBA et par la doxycycline est la consZquence dOun
stress ribosomique, jOai tentZ de rZprimer IOexpression du geneacpusiirie ribosomique

RPL11 qui est une des protZines capables dOinteragir et de rZprimer les fonctions ubiquitine



ligase de MDM2. JOai donc cultivZ les cellules 745A #44 pendant deux jours en prZsence de
doxycycline puis leur diffZrenciation a ZtZ itdwar 10ajout dOHMBA. Parallelement "~ ce
traitement, les cellules ont ZtZ transfectZes deux fois ~ 48h dOintervalle soit sans siARN, soit
avec des siLUC soit avec des siARN dirigZs contre IDARNmM durgdde(siRPL11). Les
rZsultats sont prZsentZs sufigure 4.

Dans un premier temps, jOai voulu tester la rZpression de RPL11 par les si€RL11.
mesurZ le taux de protZifRPL11 par Western blot et le taux de transdRigll par RF
qPCR. De maniere surprenante, le taux de protZine totale RPL11padesffectZ par la
prZsence des siRPL11 (Figu@4: comparer les puits 1 et 3) ni par les siLUC (Figuia 4
comparer les puits 1 et 2). LamoeZduction du taux de protZimplll en prZsence des
siRPL11 peut sOexpliquer par la stabilitZ importanteiliesomes. Par consZquent, sdale
fraction de protZine RPL11 non associZs ribosomes doit «tre affectZe par les siRPL11.
JOai donc entrepris de vZrifier 10effet des siRPL11 sur le taux de transcrits RPL11 par des
expZriences de RGPCR. La figure @B montre une rZduction du taux de transdillen
prZsence de siRPL11 (Figur@: 100 % en absence de siARN contre 23,7% en prZsence de
siRPL11). Les siLUC nOaffectent pas non plus le taux de trafguifitsFigure 9A : 100 %
en absence de siARN mive 113,6 % en prZsence de siLuc). Ces rZsultats indiquent que les
SiRPL11 rZduisent le taux de transcr®plll nous permettant conclure quant "~ sa

contribution au taux de ptZinep53 dans cette condition.
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Figure 40 : La rZpression de Rplll ne rZduit pas le taux de protZine p53 des cellules 745A
absence de SPI-1 et de FLI-1

Les cellules 745A #44 ont ZtZ cultivZes pendant deux jours en prZsence de doxycycline |
diffZrenciation a ZtZ induite par IOHMBA deux jours avant analyse. Ces cellules ont sul
transfectionsoit sansiARN (Mock) soit avec desiARN dirigZs contre IDARNm de la lucifZrase (L
soit avec desiARN dirigZs contre IDARNm de Rpl11 (Rpl11).

A : Analyse par Western blot du taux de protZine Rpl11 (blot supZrieur) et A¢tilue infZrieur).

B : Analyse paRT-gPCRdu taux de transcrits Rpl11. Les valeurs sont exprimZes en pourcent:
taux de transcrits des cellulésansfectZessanssiARN rapportZ au taux de&ancscritsActine et
reprZsentent la moyenne de trois expZriences indZpendantes. * : p<0,05.

C : Analyse par Western blot du taux de protZine p53 (blot supZrieur) et Adtiat infZrieur). Le
graphique de droite reprZsente la quantification de blot p53 issue de trois expZriences indZp
Les valeurs, obtenues avec le logidimhge) sont exprimZes en pourcentage du taux de protZine:
rapportZ au taux de protZines Actine des celird@sfectZesanssiARN.
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JOai ensuite dZtermili¥effet de la rZpressiop @PL11 sur le taux de protZip&3.
Comme nous pouvons IQobserver sur la figDE& K rZpression de Rplll dans les cellules
745A #44 neZduit pas le taux de protZipB3 (Figure 8C: comparer puits 1 et 3 ainsi que
barres blae foncZe et jaune). La figur@@montre Zgalement un Zetype important pour la
quantificationpar ImageJ du taux de protZip&3 en prZsence de siLUC. Cette variabilitZ est
la consZquence dOun effet non reproductiblsiARN sur le taux de protZimgs3 (figure
40C: comparer puits 1 et 2 et barres bleue foncZe et bleue claire).

Ces rZsultats tendent ~ montrer quei¢@entation du taux de protZipg3 observZe en
prZsence dOHMBA et de doxycycline nOest pas dZpendante de la protZine ribosomique RPL11.
Les groupes de S. Volarevic et de M. Nister ont montrZ que la seule rZpression de RPL11
attZnue IQactivation de p53 en rZponse ~ IOActD ou ~ des SiARN dirigZs contre IDARNm de
Rpl24 (Lindstrom and Nister, 2010Barkic et al., 2009). BasZ sur ces obseowvati mes
rZsultats tendent Zgalement ~ montrer que IOaugmentation de p53 observZe en absence de FLI
1 en prZsence dOHMBA dans les cellules 745A #44 nQest pas dZpendante dOun stress

ribosomique.

B) Effet de IOabsence de Fi1 et de SPH1 sur le pool de prdZine

RPL11 libre?

Un stress ribosomique se caractZrise par IQaccumulation dans le nuclZoplasme de
protZines ribosomiques libres. Afin de dZterminer si IOabsence-fleeFte SRIL induit un
stress ribosomique, jOai tentZodentifer le pool de protZine ribosomiquRPL11 par un
fractionnement cellulaire. Les cellules 745A #44 ont donc ZtZ cultivZes pendant deux jours en
prZsence de doxycycline puis leur diffZrenciation a ZtZ induite par IOHMBA deux jours avant

IOanalyse. En parddée™ ce traitement, jOai cultivZ ces memes cellules en prZsence ou en



absence dOActD pendant 36 h comme contr™le positif dOun stress ribosomique. Les cellules
ont ensuite ZtZ lysZes intZgralement et soumises ~ une ultracentrifugation permettant le
culottage des ribosomes. Les ribosomes et la fraction libre ont alors ZtZ dZposZs sur gel de
SDSPAGE et le taux de protZinBPL11 dans ces diffZrentes fractions a ZtZ quantifiZ par
Western blot.

La figure 4 montre que la protZine ERK1/2 qui est ici utilisZe mercontr™le de
charge nOest dZtectZe que dans la fraction non ribosomique suggZmfragiennement
est de bonne qualitZ. Nous pouvons Zgalement constater que la protZine RPL11 est dZtectZe
dans la fraction libre des cellules non traitZes. Contramefce qui Ztait attendie taux de
protZine RPL11 libreOest pas affectZ par le traitement par de faibles doses dOActD (Figure
42 comparer puits 5 et 8). De la meme maniere, le traitement des cellules 745A #44 par
IOHMBA en prZsence ou en absencedalgcycline nOa auteffet sur le taux de protZine
RPL11 libre(Figure 4 : comparer puits 5 et 6 puits 5 et 7). Toutefois, le traitement simultanZ
par IDHMBA et par la doxycycline semble diminuerdextde protZineRPL11 dans la
fraction ribosomique (gure 4l : comparer puits 1 et 3) comme le traitement par IOActD
(Figure 4. : comparer puits 1 et 4) alors que le traitenpamtlOHMBA seul nOa pas dOsfiiet
ce taux (Figuréll : comparer puits 1 et 2). La meme observation est constatZe pour la
protZineRPL24 (donnZes non montrZes). Cette diminution pourrait reflZter la rZduction du
nombre de ribosomes en rZponse " ce traitement.
Ces rZsultatsuggerentdonc que IOabsence de-ELét de SRIL dans les cellules 745A #44
nOentraine pa®augmentation dZtguledu pool de protZine RPL11 libseiggZrant donc que

IOabsence de Fllet de SRIL nOinduit pas un stress ribosomique.
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Figure 41 : LOabsence de FLI-1 et de SPI-1 nOentraine pas dOaugmentation dZtectable
du pool de protZines RPL11 libres

Les cellules 745A #44 ont ZtZ cultivZes pendant deux jours en absence ou en prZsenc
doxycycline puis leur diffZrenciation a ZtZ induite par IDHMBA. En parallele, les cellule
745A #44 ont 7tZ traitZes pendant 36h pagMnL dOactinomycine DA¢tD). 90.10
cellules ont ZtZ lysZes puis les ribosomes ont ZtZ culotZs. Les ribosomes (puits 1 ~ 4) «
fraction non ribosomique (puits 5 ~ 8) de 5, & Hellules ont ZtZ deosZs sur gel SDS-
PAGE puis rZvZIZ soit avec IQanticorps anti-RPL11 (blot supZrieur) ou avec IOantic
anti-ERK1 (blot infZrieur) servant de contr™le de charge. La partie infZrieure correspc
au rouge ponceau.

Le signal RPL11 a ZtZ quantifiZ par le logiciel Image J et normalisZ par rapport au sig
donnZ par IOanticorps anti-ERK1 et est exprimZ en pourcentage du signal des cellules
traitZes.

Les images de la fraction ribosomique et de ERK1/2 de la fractionribomique
correspondent ~ des expositions de 10 secondes.

LOimage du blot anti-RPL11 de la fraction non ribosomique correspond ~ une exposition
cing minutes.
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V-  Effet de la rZpression de RPL11 sur le phZnotype induit par IDHMBA et par la

doxycycline

A) La rZpression de RPL11 attZnue la diffZrenciation des cellules 745A #44

induite par IOHMBA et par la doxycycline

Parallslement " la quatification du taux de protZings3 apres rZpression de RPL11 (cf.
paragraphe 2 de la partie E et figu2 A et B), jOai mesurZ la diféAciation des cellules
745A #44. Les rZsultats sont prZsentZs sur la figure 4

JOai mesurZ la diffZrenciation des cellules 745A #44 en comptant les cellules colorZes
par la benzidine. La figure2€ montre que la prZsence de siLUC dans les cellules 745A #
nOaffecte pas IOhZmoglobinisation induite par le traitement simultanZ par IODHMBA et par la
doxycycline (figure 2C: 100 % en absence contre 92,4 % en prZsence de siLuc). En
revanche, la rZpression de Rpl11 rZduit de pres de 60 % cette hZmoglobifigatier?2C :
100 % en absence de contre 38,5 % en prZsence de siRpl11). JOai voulu dZterminer si cette
rZduction de IOhZmoglobinisation des cellules 745A #44 apres rZpression de Rplll Ztait
corrZlZe " la rZduction des genes de globine §. JOai pours&ldedtaux de transcrits de ce
gene par RTqPCR. La figure 2D montre que la prZsence de siLuc nOaffecte pas le taux de
transcritsglobine §(figure 2D : 100 % en absence contre 105,7 % en prZsence de siLUC).
Comme pour IOhZmoglobinisation des celludsA7#44, la rZpression de Rplll rZduit de
maniere significative le taux de transcrits de ce gene de diffZrenciation Zrythrocytaire (Figure
42D : 100 % en absence contre 53,8 % en prZsence de siRpl11).
Ces rZsultats suggerent que RPL11 contribue ~ la diffdation des cellules 745A #44

induite par IODHMBA et par la doxycycline et ce, indZpendamment de p53.
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Figure 42 : La rZpression de Rpl11 attZnue la diffZrenciation induite par IOHMBA et par la doxycycline
A, B : Cf. IZgende des figures 42A et B
C : Mesure de la diffZrenciation (coloration par la benzidine) des cellules 745A #44 cultivZes dans les conditions
dans la figure 42. Les valeurs, exprimZes en pourcentage des cellules transfectZes sans siARN (Mock) repr:
moyenne de trois eporiences indZpendantes. * : diffZrence significative (p<D:) (gesure par RT-gPCR du taux d
transcrits globine rapportZ au taux de transcrit Actine. Les valeurs, expanes en pourcentage des cellules transfec
SIARN reprZsentent la moyenne de trois eporlences indZpendantes. * : diffZrence significative ( < ®)@Sure par
Western blot du taux de protZines Rpl24 (blot supZneur) et Actiiindot |anr|eur) des cellules 745A #44 cultivZes
prZzsence dOHMBA et de doxycycline et transfectZes soit sans siARN (Puits 1), soit avec des siARN dirigZs
lucifZrase (Puits 2), soit avec des siARN dirigZs contre Rpl24 (Puls 8)esure par RT-gPCR du taux de transcrits Rp
rapportZs au taux de transcrits Actine des cellules 745A #44 cultivZes dans les conditions dZcrites en C. Le
exprimZes en pourcentage des cellules transfectZes sans siARN reprZsentent la moyenne de trois expZriences in
. diffZrence significative (p< 0 ,055 : Mesure de la diffZrenciation (coloration par la benzidine) des cellules 745/
cultivZes dans les conditions dZcrites en C. Les valeurs, exprimZes en pourcentage des cellules transfectZes
reprZsentent la moyenne de trois expZriences indZpendantes.
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B) LarZpression de RPL24 nOa pas dOesiatla diffZrenciation des cellules

745A #44 induite par IDHMBA et par la doxycycline

LOaZnuation de la diffZrenciation des cellules 745A #44 induite par IOHMBA et par la
doxycycline observZe en prZsence de siRPL11 pourrait sOexpliquer par wfe dfet
rZpression de RPL11 sur le taux global de la traducfifin de tester cette hypothesg)ai
rZprimZ une autre protZine ribosomique, RPL24. Les cellules 745A #44 ont donc ZtZ cultivZes
en prZsence de doxycycline pendant deux jours puis leur diffZrenciation a ZtZ induite par
IOHMBA. Pendant ce traitement, les cellules ont ZtZ transfectZefidesnit sans siARN
soit avec des siLUC soit avec des siARN dirigZs contre IDARNm dupigde

Dans un premier temps, jOai testZ la rZpressi@pl#den mesurant le taux de protZine
et de transcrits par Western blot et par-@PICR. Les rZsultats soprZsentZs sur la figure
42E, F et G. Comme pour la transfection des cellules 745A #44 avec les siRplll, la
transfection des cellules 745A #44 avec les siRpl24 ne conduit pas ~ une rZduction du taux de
protZine RPL24 totale (figure2B: comparer puits 1te8). En revanche, cette transfection
conduit ~ une rZduction du taux de transanit®4 (figure £2F : 100 % sans siARN contre 40
% en prZsence de siRpl24). La rZduction du taux de transcrits RPL24 nOest pas observZe apres
transfection des cellules 74544t avec les siLuc (figure2& : 100 % en absence contre 96,8
% en prZsence de siLuc).

JOai alors voulu dZterminer si la rZpression de Rpl24 affecte la diffZrenciation des
cellules 745A #44 induite par IDHMBA et par la doxycycline. JOai ainsi compt4ules cel
colorZes par la benzidine. La figuraG montre que la transfection des cellules 745A #44
avec des siLuc nOaffecte pas leur hZmoglobinisation (figGre #00 % en absence contre

90,7 % en prZsence de siLuc). De la meme faeon, la rZpression de dRpi®4ces memes



cellules ne conduit pas ~ une rZduction de la diffZrenciation (fig2@: 400 en absence
contre 85,9% en prZsence de siRpl24).

Ces rZsultats montrent que RPL24 ne contribue pas " la diffZrenciation des cellules
745A #44 et suggerent unepntribution spZcifique de RPL11 dans la diffZrenciation de ces

cellules induite par IDHMBA et par la doxycycline.

VI-  Synthese des rZsultats obtenus

Les rZsultats prZsentZs dans cette deuxisme partie suggerent donc que IOabsence de SPI
1 et de FLi1 induie par IDHMBA et par la doxycycline rZduit le niveau de biogenese des
ribosomes des cellules 745A #44 et conduit ~ une augmentation du taux de protZine p53.
NZanmoins, cette augmentation de p53 nOest pas dZpendante dOun stress ribosomique et ne
contribue @s " la reprise de la diffZrenciation et ~ IQarrst de la prolifZration induits par
|IOabsence de SPEt de FLi1. De plus, IOabsenceas deuxfacteurs ETS dans les cellules
745A #44 nQentraine pa®augmentation dZtectable du pdel protZines ribosompies
RPL11 libressuggZranguOil nOy a pas induction dOun stress ribosomique. Par consZquent, ces
rZsultats invalident notre hypothese selon laquellevame destress ribosomiqueslayZ par la
stabilisation dep53 pourrait contribuer aux phZnotypes itslpar IOabsence de ALkt de
SPH1.
De plus, jOai pu mettre en Zvidence une contribution de la protZine RPL11 dans la
diffZrenciation des cellules 745A induite par |Oabsence dd Ftlde SRL dont le

mZcanisme reste ~ dZcouviiiigure 43).!
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Figure 43 : Invalidation de IOhypothese du stress ribosomique relayZ par IQactivation de p!

Les flsches vertes indiquent les liens dZmontrZs par mes rZsultats.
Les fleches oranges indiquent les liens suggZrZs par mes rZsultats.
Les fleches rouges indiquent les liens invalidZs par mes rZsultats.



TROISIEME PARTIE : RECHERCHE DE NOUVELLES CIBLES DIRECTES

COMMUNES AUX FACTEURS DE TRANSCRIPTION FLI -1 ET SPI1

|- Questions posZes et stratZgie expZrimentale

A) Questions posZes

En parallsle " la dZtermination de la contributionldéiogensse des ribosomes dans les
effets phZnotypiques de FlLlet de SRIL sur la chromatine de cellul&ythroleucZmiques,
nous avons cherchZ ~ dZterminer sOil éxdautres genes cibles directs comsriuRLI-1 et

SP}1 que ces genes impliquZsrdala biogenese des ribosomes.

B) StratZgie expZrimentale

Afin de rZpondre Tette questionnous avons entrepris dOinventorier IOensemble des
sites de recrutement de FLlet SPI1 dans les clones ZrythroleucZmiques par la technique de
ChIP-Seq qui cosiste " rZaliser un ChIP suivi dOun sZqueneage massif des fragments de
chromatineimmunoprZcipitZsDOautre part, et pour faciliter IQidentification des sites de
recrutement et des genes cibles les plus pertinents pour leur participation au processus
ZrythroleucZmique, nous avons choisi dOZlargir notre Ztude ~ plusieurs clones
ZrythroleucZmiques indZpendants dans le cadre dOune collaboration Ztablie avec C. Guillouf
(Equipe de F. MoreaGachelin, Institut Curie, Paris) et le CNS (Centre National de
SZquenege).

Le projet, prZsentZ sur la figurd, £onsiste ~ sZquencer la chromatine issue de ChlIP

avec soit IQanticorps aftil-1 (appelZe par la suite chromatine ) Isoit IOanticorps anti



A

SPI1 (appelZe par la suite chromatine -3PIrZalisZs partir de dis clones
ZrythroleucZmiques indZpendants
- Le clone 745A #44 qui exprime SPlet FLI1 et dont le traitement par la
doxycycline induit la rZpression de FLI
-Le clone NN10 #5 qui nOexprime que -ELEt dont le traitement par la
doxycycline induit Zgaleemt la rZpression de Fill
- Un clone dZrivZ de souris transgZnique-BLi exprime SRL et dont le
traitement par la doxycycline induit la rZpression de SPI
Par le choix de ces trois clones ZrythroleucZmiques, nous avons ainsi la possibilitZ de
corrZle les donnZes de Chifeq FLIL ou SPI1 aux consZquences de leur rZpression
inductible sur le phZnotype et le transcriptome des memes cellules et ce, dans trois contextes
ZrythroleucZmiques indZpendants.
Dans le cadre de ce projet, mon travail consistgitZparer la quantitZ suffisante (20
ng) de chromatine FEL ™ partir des cellules NN10 #5 et des cellules 745A #44 avec ou sans
FLI-1 tandis que C. Guillouf Ztait chargZe de prZparer la meme quantitZ de chromatine SPI
dans les cellules 745A #44 et lesllules de souris transgZniques -$PEnfin, le CNS

sOoccupe de sZquencer les chromatinesl Ftl SPI1 et de rZaliser 1Qalignement des

sZquences sur le gZnome.
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Figure 44 : Projet de ChIP-Seq FLI-1 et SPI-1 dans trois lignZes ZrythroleucZmiques



Il - PrZparation de la chromatine FLF1 dans les cellules BA #44 et les cellules NN10 #5

A) Obtention de la chromatine FLI-1 ~ partir des cellules NN10 #5 avec ou sans

FLI-1

JOai cultivZ pendant deux jours les cellules NN10 #5 en absence ou en prZsence de
doxycycline.

Dans un premier temps, jOai testZ la rgipresle FL41 en mesurant son taux de
protZine par Western blot. La figurBAtmontre que le traitement par la doxycycline conduit
" une rZduction de plus de 90 % du taux de protZinelRElgure 45A: comparer puits 1 et
2).

Afin dOobtenir la quantitAifisante de chromatine Fil (20 ng), jOai cumulZ la
chromatine issue de 12 ChiPs rZalisZacun” partir de 8.18 cellulesissues de trois cultures
indZpendantesPour chaque culture, jOai mesurZ la taille des fragments soniquZe avant
prZcipitation et entr™IZ |QefficacitZ dOenrichissement par ge€RZsultats sont prZsentZs
sur les figures 3B et 46C.

Afin de mesurer la taille des fragments de chromatmdquZejOai dZposZ sur un gel
dOagarose 1 % un Zchantillon de chromatine non immunoprZtigifigere 4B montre des
fragments mesurant en moyenne 600 pb qui est la taille de fragments optimale pour les ChlPs
avec |Qanticorps aifitil-1.

JOai testDefficacitZ dOenrichissement des @haiRles expZriences de gPCR avec des
oligonuclZotide ampliiant des rZgions identifiZes pour recruter-Eldinsi que des rZgions
contr™les afin de mesurer le bruit de fond. En parallsle aux ChP, fai Zgalement rZalisZ
des ChlIPs avec un anticorps contr™lep@Tti Les rZsultatgorrespondants ~ la moyeales

enrichissements obtenus ~ partir des 3 cultusest prZsentZs sur la figurBCG4 La figure



montre un signal 8 fois plus important avec les oligonuclZotides amplifiant les promoteurs de
Nip7 et d®mp4 quOavec les oligonuclZotides contr™les amipldigmomoteur deésapdh et
les rZgions intergZniques du locusGlebine alpha 129k et 153kapres immunoprZcipitation
avec |Oanticorps afftLI-1. Ce signal est perdu quand les cellules NN10 #5 sont traitZes par la
doxycycline et nOest pas observZ awtitOrps antp27. Ces rZsultats montrent donc que
lesenrichissements obtenus sont spZcifiques delFLI

JOai mesurZ la quantitZ de chromatine obtenue " IOissue des 12 ChIPs par des mesures
indirectes par PCR. Pour cela, jOai dosZ la quantitZ de ¢heonat immunoprZcipitZe par
spectrophotomZtrie UV ~ 260 nnka proportion des chromatines immunoprZcipitZes par
rapport " la chromatine non immunoprZcipitZe mOa permis dOestimer la quantitdaiee&hro
totale. Ainsi, les 12 ChIPs FiI mOont permis d@aiir 24,6 ng de chromatine ~ partir des
cellules NN10 #5 non traitZes et 19,8 ng " partir des cellules traitZes par la doxycycline. JOai
donc obtenwne quantitZ suffisante de chromatine ALpour pouvoir la sZquencdfigure
45D).
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Figure 45 : Obtention de la chromatine FLI-1 des cellules NN10 #5
Les cellules NN10 #5 ont ZtZ cultivZes pendant deux jours en absence ou en prZsence de doxycyt
A : Mesure du taux de protZine FLI-1 par Western blot. LO&atistemontrZe en contr™le de charge.

B : Mesure de la taille moyenne des fragments de chromsdiniguZepar Zlectrophorsse sur gel
dOagarose 1 %. Le marqueur de taille utilisZ est leplDBIA ladder(Invitrogen).

C : Mesure paiPCRqdes enrichissements de la chromatine obtenus avec IOanticorps anti-FLI-1
bleu) et avec IOanticorps contr™le anti-p27 (en rouge).

D : Calcul de la qyantitZ de chromatine envoyZe au sZquensage par des mesures indirectes par P
concentrations dOADN.



B) Obtention de la chromatine FLI-1 ~ partir des cellules 745A #44 avec ou

sans FLI -1

Les cellules 745A #44 ont ZtZ cultivZes en prZsence ou en absence de doxycycline
pendant deux jours.

JOai rZalisZ des extraits protZiquesxaifin de mesurer par Western blot le taux de
protZineFLI-1. La figure 4A montre que le traitement des cellules 74584 rZduit le taux
de protZineFLI-1 de plus de 90 %F{gure 46A: comparer puits 1 et 2) indiquant que le
traitement par la doxycycline permis dOZliminer la majoritZ de la protZinelFdés cellules
T45A #44.

Afin dOobtenir la quantitZ suffisante de chromatine1F(20 ng), jOai cumulZ la
chromatine de 8 ChIPs avec |OanticorpsHritil ~ partir de 8.16 cellulesissues de deux
cultures indZpendantesComme pour les cellules NN10 #B taille des fragments de
chromatine soniquZe avant immunoprZcipitation et |QefficacitZ dOenrichissement pour chaque
culture ont ZtZ testZes. Les rZsultats sont prZsentZs sur la figure 46B et C.

La figure 46B montre que les fragments de chromatine extraite des cellules 745A #44
traitZes ou non par la doxycycline onetaille moyenne de 600 pb.

Comme pour les cellules NN10 #5, jOai rZalisZ en parallsle aux ChiPsdE§ ChIP
avec |Oanticorps contr™ig-p27 et mesurZ IOenrichissement de la chromatine par gPCR avec
des oligonuclZotides amplifiant les rZgions dZcrites dans le paragraphe 1 de cette partie. La
figure 46C montre un signal environ 6 ~ 8 fois plus important sur les rZgions promotrices de
nip7 etimp4 avec I0anticorps afiiLl-1 par rapport aux rZgions contr™les. Ce signal est perdu
apres traitement des cellules 745A #44 par la doxycycline et nOest pas observZ avec
|Oanticorps anti27. Ces rZsultats indiquent que éesichissements obtenusns spZcifiques

de FLF1.



JOai mesurZ la quantitZ de chromatine extraite ~ partir des cellules 745A #44 suivant la
meme mZthode que pour les cellules NN10 #5. La fig6e dhontre que les 8 ChIPs rZalisZs
mOont permis dOobtenir 22,6 ng de chromatineir giestcellules 745A #44 non traitZes et
20,4 ng de chromatine ~ partir des cellules 745A #44 traitZes par la doxycycline. JOai donc

obtenu la quantitZ suffisante de chromatine pour pouXaliser lesZquensage.
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Figure 46 : Obtention de la chromatine FLI-1 des cellules 745A #44
Les cellules 745A #44 ont ZtZ cultivZes pendant deux jours en absence ou en prZsence de dox
A : Mesure du taux de protZine FLI-1 par Western blot. LO&agistemontrZe en contr™le de charge

B : Mesure de la taille moyenne des fragments de chromsdiniguZepar Zlectrophorsse sur ge
dOagarose 1 %. Le marqueur de taille utilisZ est leplDBIA ladder(Invitroger).

C : Mesure paiPCRqgdes enrichissements de la chromatine obtenue avec IOanticorps anti-FL
bleu) et avec IOanticorps contr™le anti-p27 (en rouge).

D : Calcul de la qyantitZ de chromatine envoyZe au sZquensage par des mesures indirectes pa
concentrations dOADN.



Il - Analyse des sZquense

A) Obtention des sZquences et alignement sur le gZnome

Une fois obtenue, les chromatines AL&t SPI1 ont ZtZ envoyZes au CNS. Elles ont ZtZ
sZquencZes avec |Oappareil SOLID System de chez Applied Biosystems. Cet appareil donne
des lectures de 50 pb

En plus du sZqueneage de la chromatine issue des Chi® ELISPI1 ~ partir des
cellules mentionnZes dans les paragraphes prZcZdents, nous avons Zgalement sZquencZ les
chromatines issues des ChIP QHhits ~ partir de cellules de la rate de sour@nsgZniques
SPF1 ayant dZveloppZ ou non une ZrythroleueZingi sZquensage de nos Zchantillons nOa
pas nZcessitZ la quantitZ totale de chromatine immunoprZcipitZe envoyZe, exceptZ pour les
chromatines FLl dont IOexcZdent a ZtZ soumis ~ un deuxismdeawZquensage dans le but
dbaugmenter la profondeur de sZquendage sZquences obtenues apes deux runs de
sZqueneag®&LI-1 ont ensuiteZtZ cumulg. Enfin, en plus des contr™les de ChIP en absence
des facteurs, les chromatines non immunoprZcipitéssclones 745A #44 et 722 (clone
ZrythroleucZmique dZrivZ de souris transgZnique$)Sisique celles obtenues ~ partir de
rates de souris transgZniques SPkaine et malade ont ZtZsZquencZe Le nombre de
sZquences obtenu pour chaque sZquensagdmmatine est prZsentZ sur le tableau 9. Ces
runs de sZqueneage nous ont permis dOobtenir environ 10 millions de sZquences pour chaque
conditionexceptZe le ChiBeq FLH pour lequel nous avons obtenu environ 20 millions de

sZquences



663CG (1) SPI-1 29198197 13422146 46

722 (2) SPI-1 38374436 14424116 37,6
TAS5A #44 SPI-1 33912233 13082533 38,6
TA5A #44 FLI-1* 28558919 9422350 33
TA5A #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
TA5A #44 INPUT 34509685 15961618 46,2
722 + DOX (2) SPI-1 22305690 7858684 35,2
NN10 #5 + DO> FLI-1 26010657 8634993 33,2
TASA #44 + FLI-1 25141383 9322821 37,1

DOX

Rate Saine*** INPUT 24047849 10374079 43,1
Rate malade*** INPUT 24331750 10986870 45,1

Tableau 9 : Nombre de sZquences alignZes obtenues pour chaque condition

(1)!: Clone ZrythroleucZmique dZrivZ des souris transgZniques SPI-1

(2)!: Clone ZrythroleucZmique dZrivZ des souris transgZniques SPI-1 prZsentant une e:
inductible par la doxycycline dghARNSsdirigZs contre IDARNm du gespi-1

*: 2 runsde sZqueneage ont ZtZ rZalisZs pour les ChIP FLI-1 dans les cellules NN10 #5 et 7<
lls ont ensuite ZtZ cumulZs pour IOanalyse

** - Rate de souris transgZniques SPI-1 nOayant pas dZvelBppird@ucZmie

=+ - Rate de souris transgZniques SPI-1 atteint@sytiidoeleucZmie



Le CNS sOest ensuite chargZ de 10alignement des sZquences sur le gZnome de rZfZrence
murin mm9 en utilisant 1Qoutil BFAST v0.6.4¢{omer et al., 2009)Les sZquences
dupliquZes et les sZquences ayant plusieurs localisations possibles sumie ganh@tZ
ZliminZes. Le nombre et la proportion de lectures uniques non dupliquZes alignZes sont
reprZsentZs sur le tableau 9. Entre environ 30 et 50 % des lectures totales ont pu stre alignZes

avec cet outil. Les fichiers des alignements des sZqueneesmdtZ envoyZs par le CNS.

\]( DZtection de pics "~ IQaide du logiciel MAGS

Le traitement bioinformatique des donnZes de 3d® a ZtZ rZalisZ en collaboration
avecChristian Gutieret Chlotilde @z:schamp$PRABI, Villeurbanng. La dZtection de pics a
ZtZ rZalisZe par le logiciel MACS (Modaised Analysis of ChHBeq) dZveloppZ par le
groupe de X.S. Liu (Zhanet al, 2008). Ce logiciel permet la dZtection de pics en comparant
le fichier dOintZret et un fichier contr™We.exemple de fichier obten@apMACS est prZsentZ

sur la figure 47.



Figure 47 : Exemple de fichier donnZ par MACS

Aprss avoir lancZ une dZtection de pics avec MACS, nous obtenons un fichier de ce type. Le
de commande fournies en dZbut de programme sont indiquZes sur le haut de la fenetre du fi
tableau indique les paramstres des pics dZtectZs.

Chr : localisation chromosomique du pic

Start : CoordonnZe du dZbut du pic

End : CoordonnZe de fin de pic

Length : Largeur du pic

Summit : Position du sommet du pic

Tags : Nombre de sZquences sous le pic

#NOM? : -10 Log, (pvalue)

Fold enrichment : Enrichissement du pic

FDR (%) : Proportion de faux positifs exprimZe en pourcentage

I UL VUITULT 1L U MPIVY; TTVUY UV UITIY U TD Ul DI TIST telnipyo w--wux_qu\,nues

obtenues apres ChiBeq FL}1 dans les cellules NN10 #5 et 745A #44 non traitZes et celles
obtenues "~ partir des celis traitZes par la doxycyclirservant ~ Ztablir le bruit de fond

Nous avons ainsi pu dZtecter 9600 pics-Eldans les cellules 745A #44 et 5680 pics dans les

4]



cellules NN10 #5. La rZpartition des pics en fonction de lgeurest reprZsentZe 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 dZtectZs par le logiciel
MACS aussi bien dans les cellules NN10 #5 et les cellules 745AFiddre 8A et B:

courbes bleuesCes petits pics correspondent ~ des empilements de sZquences prZsentant un
nombre important de mZsappariements. Un exemple reprZsentatif de ces pics est prZsentZ sur
la figure 49A. La figure montre un pic de moins de 100 pb ebtgnes ChiPSeq FLI1 ~

partir des cellules 745A #44. En revanche, le logiciel MACS a Zgalement pu dZtecter des pics
de plus grande taille (Figure 48/920 pics de plus de 250 pb dZtectZs " partir des cellules
NN10 #5). La figure 49B reprZsente un picpies de 1000 pb dans lequel nous pouvons
observer un tres gt nombre de sZquences avec plus dOun mZsappariement par rapport au

gZnome de rZfZrente
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Figure 48 : Influence du nombre autorisZ de mZsappariements sur la dZtection de pics FLI-1

Les sZquences issues des ChIP FLI-1 " partir des cellules NN1) #5 des cellules 745A #448) ont ZtZ analysZes avec
logiciel MACS qui permet la dZtection de pics FLI-1 et comparZe€hiRsFLI-1 " partir des memes cellules traitZes par
doxycycline.

Les graphiques reprZsentent la densitZ des pics en fonction de leur taille. Les courbes bleues ont ZtZ obtenues sans
nombre de mZsappariements sur les sZquences. Les courbes vertes ont ZtZ obtenues en Zliminant toutes les sZquer
au moins deux mZsappariements (mm1). Enfin, les courbes rouges ont ZtZ obtenues en Zliminant toutes les sZquenc
au moins un mZsappariement (mmo0).

Les chiffres en bleu correspondent au nombre de pics obtenus par MACS sans limitation de mZsappariements dont

supZrieure ~ 25@b. Les chiffres en vert sont ceux obtenus avec la limite mm1. Les chiffres en rouge sont ceux obtenu:
limite mmoO.
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La dZtection de pics de petite taille est incohZrente avec & dailkonication de la
chromatine suggZrant que cetixcorrespondent ~ des artZfacts. DOautre part, la visualisation
manuelle des pics de plus de 250 pb montre que la totalitZ de ces pics ont une distribution

gaussienne attenduBasZ sur la faible quartitle sZquences prZsentant des mZsappariements

! +Q



observZe dans les grands pics, nous avons ensuite ZliminZ toutes les sZquences prZsentant
deux mZsappariements! plusissues des cellules NN10 #5 et 745A #44. Apres Zlimination

de ces sZquences, le logiciel K8 a dZtectZ 3860 pics FLI" partir des cellules 745A #44

et 3150 pics FLM ~ partir des cellules NN10 #5. Les figures 48A et B montrent que cette
stringence a permis IOZlimination dOune grande partie des pics de petite taille (moins de 250
pb) et a penis dDaugmenter le nombre de pics dont la taille est supZrieure ~ 250 pb (Figure

N

48A: 2132 pics de plus de 250 pb apres Zlimination des sZquences ~ plus dOun
mZsappariement contre 920 sans limitation dans les cellules NN10 #5).

NZanmoins, les pics de fiettaille rZsiduelsorrespondergncore” des empilements de
sZquences prZsentant un mZsappariement. Nous avons donc cherchZ ~ Zliminer toutes les
sZquences comprenant au moins un mZsappariement. Les figures 48A et B montrent que
IOZlimination de ces siéqces a permis la perte dOune tres grande majoritZ de pics de petite
taille sans affecter le nombre de pics de grande taille (Figure 2826 pics de plus de 250
pb avec aucun mZsappariement contre 2132 pics avec au plus un mZsappariement dans les
cellules NN10 #5).

LOensemble de ces rZsultats nous ont conthdalisernos analysesur des pics de plus de

250 pb et dont les sZquences ne contiennent aucun mZsappariement. La rZpartition des pics
FLI-1 et SPi1 dZtectZs "~ partir des cellules 745A #44f@rction de leur taille ainsi que le
nombre de pics dont la taille est supZrieure ~ 250 pb sont prZsentZs sur la figure 50. Nous

avons ainsi pu dZtecter 1207 pics HLét 25375 pics SPI "~ partir des cellules 745A #44 et

2126 pics FLi1 ~ partir des cellles NN10 #3.



RZpartition des pics pour Spi-1 et Fli-1 (mm=0)
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Figure 50 : Nombre et rZpartition des pics en fonction de leur largeur

A RZpartitiovn des pics obtenus par MACS pour SPI-1 (courbe verte) et pour FLI-1 (¢
bleue) apres Zlimination des sZquences contenant plus dO1 mZsappariement en fonctic
taille dans les cellules 745A #44.

B : Tableau montrant le nombre de pics obtenus pour FLI-1 et SPI-1 dont la taille est supZ
250pb pour les cellules 745A #44 et NN10 #5.



C) MZcanismes de recrutement des facteurs de transcription Fi1l et SPHL

Dans un premier temps, nous avons focalisZ notre Ztude sur les cellules 745A #44 afin
de dZtecter des pics communs aux facteursiFétl SPi1 et dOidentifier des consensus pour

ces facteurs.

1- Croisement des listes de pics SRt FLF1L

Afin de croiser les listes de pics FLlet SPi1, nous avons utilisZ deux programmes
dZveloppZs par C. Deschamps qui nous permettent respectivementrd@exicsition des
sommets des pics F1 et SPi1 et de croiser chaque fichier en dZfinissant une distance
maximale entre le sommet de chaque pic pour les considZrer comme communs. La figure 51A
montre 1Qinfluence de cette distance sur le nombre deopizauns dZtectZs. Comme nous
pouvons IOobserver, le nombre de pics communs augmente de fason exponentielle jusqu®” une
distance dOenviron 200 pb puis cette augmentation est beaucoup moins importante avec des

tailles supZrieures.
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Figure 51 : Identification de pics communs ~ FLI-1 et " SPI-1 dans les cellules 745A

A : Graphique reprZsentant le nombre de pics communs ~ FLI-1 et ~ SPI-1 en fonctiot
distance en paires de bases autorisZe entre les positions de chaque pic.

B : ReprZsentation schZmatique du nombre de pics spZcifiques ~ SPI-1, spZcifiques " F
communs ~ FLI-1 et " SPI-1 avec une distance maximale autorisZe de 200 pb.



Comme nous avons pu le voir dans la premiere partie de mes rZsultats, nous avons mis
en Zvidence le recrutement de HLlet de SRIL sur des rZgions communes. Une des
questions " laquelle nous avons voulu rZpondre est de dZterminer si ce recrusgngent e
consZquence de la reconnaissance dOun seul et meme motif ou alors la reconnaissance de deux
diffZrents. Afin de trancher entre ces deux possibilitZs, nous avons fixZ la distance maximale
entre le sommet des pics FLlet SPi1 ~ 200 pb pour les cordZrer comme communs. A

cette distance, nous avons dZtectZ 612 pics communsl &l71SP}1 (Figure 51B).

2- Identification de motifs consensus pour les pics spZcifiques dé &lide de SP1

ou communs aux deux facteurs

Dans un premier tempepus avons cherchiZidentifier des motifs surreprZsentZs dans
les sZquences des pics spZcifiques delS®Rlde FLI1 ou des pics communs aux deux
facteurs. Nous avons utilisZ deux programmes permettant dOidentifier ces: meotifs
programme MEME dZvelo@p par T.L. Bailey (Bailey et al., 2006) et le programme
CisFinder dZveloppZ par le groupe de M.S.H. Ko (Shataal., 2009). Nous avons donc
soumis " ces deux programmes les rZgions comprenant les 200 pb de part et dOautre du pic et
comme contr™|e les idius situZe$ une distance de2200£1800 pb en amont de chaque pic.

Les motifs ayant obtenu le score le plus fort sont reprZsentZs sur la figure 52.



CisFinder MEME

Spi-1 spZcifiques

Fli-1 spZcifiques

Spi-1/Fli-1 communs

Figure 52 : Identification de novode motifs consensus surreprZsentZs associZs aux sZque
sous les pics

Les sZquences correspondant aux pics spZcifiques ~ SPI-1 (partie supZrieure), spZcifique:
(partie mZdiane) et communs ~ FLI-1 et ~ SPI-1 (partie |anr|eure) ont ZtZ soumises aux I
CisFinder (partie gauche) et MEME (partie droite) afin dOidentifier des motifs consenst
parallsle, les sZquences des rZgions -2200/-p8&h maontdu pic SPI-1, FLI-1 ou commun ain:
que la sZquence de 400 promoteurs choisis alZatoirement ont Zgalement ZtZ soumises "
logiciels.

Les motifs reprZsentZ sur la figure correspondent au motif ayant le plus grand score dc
CisFinderet MEME.
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Comme nous pouvons le constater, quelque soit la nature du pic, les programme
CisFinder et MEME donnent des motifs consensus tres similaires. Le diitifi par ces
deux programmeayant le score le plus fort aussi bien pour les pics communs ou spZcifiques
de SPi1 et FLF1 comprend la sZquence ciur reconnue par IOensemble alesrsade la
famille ETS, GGAA. En revanche, les nuclZotides bordant ce ciur sont diffZrents pour les
pics spZcifiques de SRlet ceux spZcifiques de FILI Ainsi, nous pouvons observer que le
nuclZotide situZ es2 par rapport apremierG de GGAA correpond majoritairement ~ un C
pour le motif consensus Fl alors quOil correspond majoritairement ~ un G pour le motif
consensus SPI. DOautre part, ces consensus sont similaires ~ ceux obievitrs par le
groupe de C.B. Thompson (Mao et al., 1994), l& groupe de F. Moredbsachelin (Ray
Gallet et al., 1995) et rZcemmaydr le groupe de J. Taipale (Wei et al., 2010). Seule une
diffZrence est ~ constater pour le consensusIFpbur la base erl du GGAA. En effet, le
consensufn vitro est composZ ajoritairement dOun C alors que notre consensus montre une
Zquivalence entren C etun A. Ces rZsultats suggerent donc que-ELét SPi1 sont recrutZs
au niveau de consensus diffZresus leurs rZgions de fixation spZcifiques

Enfin, le consensus commdrLI-1 et © SP41 correspond ™ un consensus hybrikes
consensus spZcifiques de 9Pkt de FLi1. Cette observatiopourrait suggZrersoit le
recrutement de SFIl et de FL41 sur un meme site hybride soit le recrutement indZpendant

sur deux sites distcts.

1- Composition des sZquences en consensuslFet SPI1 et

localisation des consensus par rapport aux pics

Afin de trancher entre ces deux possibilitZeus avons ensuiteZterminZla

composition des sZquences sous les pics spZcifiques de 8®FLI-1 et communs en



consensus SHI ou FLI1 ainsi que la localisation de ces consensus par rapport aux pics en

utilisant le programme CisFinder.

nnmmnnnnnn i lPics spZcifiques de il

PrZsence ou absence dOun cons&fisou FLF1

Dans un premier temps, nous avons dZterminZ si les sZquences sous les 595 pics spZcifiques
de FLF1 (pics FLI1) contenaient au moins un consensus-Fblu SP11. Nous avons donc
comparZ les rZgions comprenant les 200 pb de part et d@apit&ld-1, la rZgion situZe
2200£1800 pb en amont de ces pics (rZgiePkF) et les sZquences de 600 promoteurs
choisisau hasardrZgiors Pro). La figure BA montre que les rZgiormontr™le2kF et Pro

sont composZadOune proportion Zquivaled £quences contenant au moins un consensus
SP}H1 ou FLF (Figure 53A: 296 sZquences powsirZgionscontr™le2kF et 286 sZquences

pour lesrZgiors Pro) et ne contenant pas de consenBigaife 53A: 299 sZquence poued

rZgiors -2kF et 312 sZquencesypdes rZgiors Pro). En revanche, les sZquences sous les pics
FLI-1 sonttres nettemenenrichies en sZquence contenant au moins un consenssobLI

SP}1 prZalablement identififFigure 53A: 528 sZquences contenant au moins un consensus
contre 67 sZquees nOen contenant pa&)us ne pouvons pas exclure que le sZquences ne
contenant pas de consensus-ELbu SPI1 ne contiennent pas de motifs comprenant un
GGAA mais dont IOenvironnement serait diffZrent. Cette possibilitZ nOa pas ZtZ traitZe dans

notreZtude.
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Figure 53 : Composition des sZquences spZcifiques "~ FLI-1 en consensus FLI-1 et SPI-1

Les sZquences correspondant au @®de part et dOautre des 595 pics spZcifiques de FLI-1(Pic)
sZquences des rZgions -2200 pb/-1pBOen amont de ces pics (-2kF) et les sZquences de

promoteurs choisis alZatoirement (Pro) ont ZtZ analysZe€igfinder afin de dZterminer leur
composition en consensus FLI-1 et SPI-1.

A : Nombre de sZquences contenant (barres violettes) ou pas (barres rouges) au moins un cc
SPI-1 ou un consensus FLI-1 exprimZ en pourcentage du nombre total de sZquences.

B : Nombre de consensus FLI-1 (barres bleues) et de consensus SPI-1 (barres vertes).

C : Nombre de sZquences contenant 1 ou plusieurs consensus FLI-1 (barres bleues), SPI-1
vertes) ou les 2 types de consensus (barres jaunes) exprimZ en pourcentage du nombre

sZquences contenant au moins un consensus FLI-1 ou SPI-1.

D : Nombre de sZquences contenant 1, 2 et/ou 3 consensus SPI-1 et FLI-1 auquel est sou
moyenne des nombres de sZquences Zquivalentes des contr™les -2kF et Pro.



Nombrede consensus prZsemans les sZquences sous les picsIFLI

La figure 8B montrele nombre de consensus FLlou SPi1 contenus dans les
sZquencesous les pics FL1 et les rZgions2kF et Pro. Comme nous pouvonshéerver,
parmi les sZquences contenant au moins un consensus, les sZquertgsrae®kF et Pro
sont composZes dOune majoritZ de consensdsp@Prapport aux consensus HAL[Figure
53B: 273 consensus SRIcontre 149 consensus FLIpour la rZgin -2KF et 254 consensus
SP}1 contre 171 consensus FLIpour la rZgion Pro). En revanche, les pics-Flsbnt tres
nettement enrichis en consensus -EL{Figure 53B:. 736 consensus Fil) alors que le
nombre de consensus SPestirss IZgerement supZried celui des rZgions contr™IEgy(ire
53B: 374 consensus SR). Ces rZsultats indiquent donc que les consensusl Hont

fortement enrichis en consensus HALét ~ un degrZ moindre en consensus 5Pl

Nombre de consensus par sZquesmees les picELI-1

Nous avons ensuit#Zterminde nombre de consensus contedans les sZquences sous
les pics FLI1 et les rZgions2kF et Pro. Les figures 53C et 53D montrent les rZsultats
obtenus. Les sZquenceat ZtZ classZes selon quOelles contiedneht 3 ouplus de 3
consensus FE1 et/ou SR et un code couleur en fonction quOelles contiennent
exclusivement des consensus AL(couleur bleue), des consensus-$Rtouleur verte) ou
alors les deux types de consensus (couleur jaune)

La figure 53D montre qudes pics FLi1 sont dZplZtZs en sZquences contenant
exclusivement des consensus -3RFigure 53D barres vertes). En revanche, les sZquences
sous les pics FEL sont tres majoritairement des sZquences contenant exclusivement des
consensus FL1 (Figure 8D : barres bleues). Enfin, nous pouvons observer Zgalement un
enrichissement beaucoup moins important de sZquences contenant les deux types de

consensus (Figure 53barres jaunes).



Ces rZsultats suggerent donc que HLlest recrutZe prZfZrentiellementr sson

consensus.

Localisation des consensus par rappaommet depics

Si cette hypothese est vraie, nous devrions pouvoir observer une localisation
prZfZrentielle des consensus HAL$ous le sommet des pics FLINous nous sommesonc
ensuite intZ&ssZs " la position des diffZrents consei®Risl ou FLF1 par rapport asommet
despics FLIF1 dont les sZquences contiennent un consensué Etlun consensus SPI
Ainsi, nous pouvons observer que la courbe reprZsentant la rZpartition des corisefsus F
sous lespics montre unmaximum au niveau de 200 pfFigure 54A: courbe bleue)La
sZquence que nous avons analysZe avec CisFinder correspond aux 200 pb de part et dOautre du
sommet du pic. Par consZquent, 200 pb correspond au sommet du-picERLtevanche, la
courbe de rZpartition des consensus-Flsur ks rZgiors -2kF (Figure 54A: courbe verte)
ainsi que celles reprZsentant la rZpartition des consensus@PIrapport aux PicBLI-1
(Figure 54A: courbe rougeket les rZgions contr™|e2kF (Figure 54A: courbe violette)
ressemblent ~ la courbe de rZpartitaldatoireprZsentZe sur la figurdi,.

Ces rZsultats montrent que les consensuslFamt une localisation prZfZrentiekeus le
sommet du pidLI-1. En revanche, les consensus-$Rori rZpartis de manisralZatoire

Ces rZsultats montrent donc que-Eldst recruZsur son propre consendus.



A Localisation des consensus
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Figure 54 : Localisation des consensus SPI-1 ou FLI-1 par rapport au pic FLI-1 spZcifique

A : A gauche, reprZsentation schZmatique de la position du sommet du pic FLI-1 et -2kF
consensus FLI-1 (rond bleu clair) et SPI-1 (rond vert). La double flsche bleue reprZse
distance entre le consensus FLI-1 et le sommet du pic FLI-1. La double fleche rouge reprZ
distance entre le consensus SPI-1 et le sommet du pic FLI-1. La double flsche verte reprZ
distance entre le consensus FLI-1 et la position -2000 des rZgions -2kF. Enfin, la double
rose reprZsente la distance entre le consensus SPI-1 et le pic -2kF. A droite, localisa
consensus FLI-1 (courbes bleue et verte) ou SPI-1 (courbes rouge et rose) sur la
comprenant les 208b de part et dOautre du pic spZcifique de FLI-1 (courbes bleue et rouge)
la rZgion -2200 pb/-1806b en amont du pic spZcifique de FLI-1 (courbes verte et rose) pol
sZquences contenant un consensus FLI-1 et un consensus SPI-1.

B : Exemple thZorique de rZpartition homogene des consensus sur une rZgiophle 400



3-2 Pics spZcifiques de SPI

Nous avons suivi la meme stratZgie dZcrite pour les picslRhbur dZterminer la
composition des sZquences sous 600 pics1S€Hoisisau hasard parmi les 24768 la
localisation des consensus par rapport ~ ces pics. Les rZsultats sont prZsentZs sur €5 figures 5
et 56 Les valeurs pour les rZgioRso prZsentZs dans la figuressitles memes que pour la

figure 53

PrZsence ou absence des consensu S2FLF1 sous les pics SAI

Comme pour les pics Fil, les rZgions2200 pb/1800 pb en amont des pics SP(rZgions
2kS) sont autant compasZde sZquences contenant au moinsamsensus FE1 ou SPi1
que de sZquences nOen contenanFjapsd 55A: 285 sZquences avec contre 315 sZquences
sans consensus). En revanche, les picslS®ht tres majoritairement composZs de sZquences

comportant au moins un consengkig(re 55A: 588 avec contre 42 sans consensus)
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Figure 55 : Composition des sZquences spZcifiques ~ SPI-1 en consensus FLI-1 et SPI-1

Les sZquences correspondant au @®de part et dDautre de 600 pics choisis alZatoirement par
24763 pics spZcifiques de SPI-1(Pic), les sZquences des rZgions -2200 pili-¢80mont de ce:
pics (-2kS) et les sZquences de 600 promoteurs choisis alZatoirement (Pro) ont ZtZ anal
CisFinderafin de dZterminer leur composition en consensus FLI-1 et SPI-1

A : Nombre de sZquences contenant (barres violettes) ou pas (barres rouges) au moins un
SPI-1 ou un consensus FLI-1 exprimZ en pourcentage du nombre total de sZquences.

B : Nombre de consensus FLI-1 (barres bleues) et de consensus SPI-1 (barres vertes).

C : Nombre de sZquences contenant 1 ou plusieurs consensus FLI-1 (barres bleues), SPI-
vertes) ou les 2 types de consensus (barres jaunes) exprimZ en pourcentage du nombre
sZquences contenant au moins un consensus FLI-1 ou SPI-1.

D : Nombre de sZquences contenant 1, 2 et/ou 3 consensus SPI-1 et FLI-1 auquel est sc
moyenne des nombres de sZquences Zquivalentes des contr™les -2kS et Pro.



Nombre deconsensus prZssmtans les sZquences sous les picsiSPI

La figure BB montre le nombre deconsensusSP+l ou FLF1 prZserg dans les
sZquences sous les pics-3Rit les rZgins-2kS. Comme pour les rZgiofkF, le nombre de
consensus SPI dans les rZgions contr™i2kS est supZrieur ~ celui des consensusFLI
(Figure 55B: 257 consensus$PH1 contre 138 consensus FL). En revanche, le nombde
consensu$PH1 contenus dns les sZquences sous les pics1SEdt tres largement supZrieur
" celui des rZgionsontr™Iles2kS ou des rZgions PrBigure 55B: 792 consensus SHI). Le
nombre de consensus Flldans ces sZquencest Zgalement supZrieur " celui des rZgions
contr™ds Figure 55B: 301 consensus Ces rZsultats indiquent donc que les sZquences sous
les pics SRIL sont fortement enrichies en consensus-1SRt ~ un degrZ moindre en

consensus FLEL.

Nombre de consensus par sZguence

SymZtriquement " ce qui est obsepdlr les pics FLI1, les sZquences sous les pics
SPF1 composZes dOun seul consensus sont tres majoritairement des sZquences contenant un
consensus SPI, les sZquences aveeulementun consensus Fi1 Ztant dZplZtZes par
rapport aux rZgions contr™I&g(re 55C et D). Nous pouvons Zgalement observer un
enrichissement de sZquences contenant exclusivement des consensupoBPIcelles
contenant plus dOun consensus. NZanmoins, contrairement aux {ligsoBLlesquels nous
avons observZ une dZplZtionadamsensus SPl, les pics SPL comportant deux consensus

FLI-1 ne prZsentent pas de diffZrences avec les rZgions contr™|es.

Localisation des consensus par rappors@umet depics SPi1




Dans le but de dZterminer si les consensuslSRiient une Iadisation prZfZrentielle
sous les pics SPI comme les consensus FLlpour les pics FLI, nous avons calculZ les
distances entre les consensus et le sommet des pidsddit les sZquences contiennent un
consensus de chaque type. figure A montre larZpartition des consensus SPét FLF1
danslessZquences prZsentes skasspics SRI ou lesrZgions contr™|e2kS qui contiennent
un consensus de chaque ty@®mme nous pouvons IOobserver, la codebe/partitiordes
consensus SPI (Figure 56A: courbe rouge)prZsente un maximunau niveau de la
coordonnZ&00 correspondardu sommetu pic SPI1 alors queles consensus SRIsont
rZpartis de maniere uniforme dans les sZquences prZsentes sous la rZgion epk®™le (
(Figure 56A: courbe violette) De fason plus inattenduela courbede rZpartitiondes
consensus FEL prZsenteZgalement umaximum sous le sommet du pic SPQuoique
moins prononcZ que pour la courbe des consensus (BRjure 56A: courbe bleue)Comme
attendu, la rZpartitiodes consensus FEL est alZatoire dans les sZquences conte?ki8s
(Figure 56A: courbe verte).

Ces rZsultats montrent que les consensus 8Ptans une moindre mesuFel-1 sont

localisZs prZfZrentiellmentsous le sommetu pic SP41.

LOensemble desstitats prZsentZs dans ce paragraphe suggere qué &RlrecrutZ

prZfZrentiellement swon consensusaispourrait Zgalement |Ostre sur les consensud FLI
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Figure 56 : Localisation des consensus SPI-1 ou FLI-1 par rapport au pic spZcifique de SPI

A : A gauche, reprZsentation schZmatique de la position du sommet du pic SPI-1 et -2k
consensus FLI-1 (rond bleu clair) et SPI-1 (rond vert). La double flsche bleue reprZse
distance entre le consensus FLI-1 et le sommet du pic SPI-1. La double flsche rouge reprZ
distance entre le consensus SPI-1 et le sommet du pic SPI-1. La double flsche verte reprz
distance entre le consensus FLI-1 et la position -2000 de la rZgion -2kS. Enfin, la double
rose reprZsente la distance entre le consensus SPI-1 et le pic -2kS. A droite, localisa
consensus FLI-1 (courbes bleue et verte) ou SPI-1 (courbes rouge et rose) sur la
comprenant les 208b de part et dOautre du pic spZcifique de SPI-1 (courbes bleue et rouge
la rZgion -2200 pb/-1806b en amont du pic spZcifique de SPI-1 (courbes verte et rose) po
sZquences contenant un consensus FLI-1 et un consensus SPI-1.

B : Exemple thZorique de rZpartition homogene des consensus sur une rZgiophie 400



3-3 Pics communs "~ Fk1 et " SPI1

Les sZquences sous les 612 picsrans ~ FLFL et SPI1 ainsi que les rZgions situZes
-2200£1800 pb en amont de ces pics (rZgidheC) ont ZtZ traitZes de la meme maniere que
les pics spZcifiques. Les rZsultats sont prZsentZs sur les fig@tes85Les valeurs pour les

rZgions Pro coespondent ~ celles montrZes dans les figuBest 5.

PrZsence ou absence de consensud SRIFLF1

Comme pour les rZgionsontr™les2kS et-2kF, les rZgions2kC sont composZes
dOautant de sZquences contenant au moins un consensus que de sKoeenastenant
aucun Figure 57A: 309 sZquences avec contre 302 sZquences sans consensus). En revanche,
les pics communs sont composZs tres majoritairement de sZquences contenant au moins un
consensus FEL ou SPI1 (Figure 57A: 592 sZquences avec conseulement 19 sZquences

sans consensus).
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Figure 57 : Composition des sZquences communes " FLI-1 et~ SPI-1 en consensus FLI-1 et SF

Les sZquences correspondant au @0@e part et dOautre de 612 pics communs ~ FLI-1 et
(Pic), les sZquences des rZgions -2200 pb/-iB@d amont de ces pics (-2kC) et les sZquences de
promoteurs choisis alZatoirement (Pro) ont ZtZ analysZe€isfginder afin de dZterminer leu
composition en consensus FLI-1 et SPI-1.

A : Nombre de sZquences contenant (barres violettes) ou pas (barres rouges) au moins un
SPI-1 ou un consensus FLI-1 exprimZ en pourcentage du nombre total de sZquences.

B : Nombre de consensus FLI-1 (barres bleues) et de consensus SPI-1 (barres vertes).

C : Nombre de sZquences contenant 1 ou plusieurs consensus FLI-1 (barres bleues), SPI-
vertes) ou les 2 types de consensus (barres jaunes).

D : Nombre de sZquences contenant 1, 2 et/ou 3 consensus SPI-1 et FLI-1 auquel est sc
moyenne des nombres de sZquences Zquivalentes des contr™les -2kC et Pro.



Nombre deconsensugrZsentslans les sZquences sous les pics communs

La figure ¥B montre la nature du consensus prZsent dans les sZquences sous les pics
communs etds rZgions corfMles-2kC contenant au moins un consensuss rZgions
contr™les2kC et Prosont composZes dOune majoritZ de sZquences comprenant au moins un
consensus SPI (Figure 57B: 300 sZquences avec consensusiSBbntre 182 sZquences
avec consensus Flll). Au contraire, les pics communmZsentent un enrichissement en
sZquences contenant au moins un consensud FEigure 57B 764 sZquences) ou un

consensus SPI (Figure 57B 738 sZquences).

Nombre de consensus par sZguences sous les pics communs

Les figures 57C et D montrent le nombre de sZquences comportant 1, 2, 3 ou plus de
3 consensus SHI et/ou FLH sous les pics communs et les rZgicosr ™les2kC et Pro. De
fason frappante, les pics communs prZsententsansreprZsentation de sZquences n®ayan
quOurseul consensus contrairement aux sZquences des rZgions contr™les. DOautre part, la
majoritZ des sZquences sous les pics communs comportant au moins deux consensus

correspondent ~ des sZquences comportant les deux types de consensus.

ProximitZ desics et des consensus FLEt SPi1

Une des questions que nous nous sommes posZes est de savoir si les sZquences
contenues sous les pics communs “-Eldt ~ SP}1 Ztaient composZes de consensus proches
IOun de I0autre. Nous avons dans un premier telopi da distance moyenne entre les pics
FLI-1 et SPi1 communs. De manisre frappante, la figure 58A montre que les piet 8PI
FLI-1 sont distants de moins de 100 pb IOun de IQautre, que la distance maximale imposZe

pour les considZrer comme communis de 200 pb (Figure 58Acourbe bleue) ou de 1000



pb (Figure 58A courbe verte). Ces rZsultats indiquent donc que les pies ELBPI1 sont
retrouvZs majoritairement ~ proximitZ 10un de 1Qautre.

Afin de tester si cette proximitZ des sommets des Pld-1 et SPi1 est due " la
proximitZ des consensus FLlet SPi1, nous avons Zgalement calculZ la distance moyenne
entre ces consensus dans les sZquences communes contenant un consensus de chaque type
ainsi que dans les sZquences de 600 promoteursischoi hasard. Comme nous pouvons
IOobserver, la majoritZ des sZquences contenues sous les pics communs est composZe de
consensus FEL et SPi1 distants de moins de 100 pb (Figure 58&urbe verte). Les
consensus FLE1 et SPI1 des 600 sZquences proriges prises au hasard semblent Zgalement
avoir une contrainte de proximitZ. Cependant, cette contrainte est beaucoup moins prononcZe
que celle observZe sous les pics communs (Figure &8Bbe noire).
LOensemble de ces rZsultats indique donc que IGExitepics considZrZs comme communs

" FLI-1 et " SP}1 est la consZquence de la proximitZ de leur consensus respectif.
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Figure 58 : Les pics et les consensus SPI-1 et FLI-1 sont " proximitZ IOun de IOautre pour les pics
communs

A : Distance moyenne entre les pics SPI-1 et FLI-1 obtenus "~ partir du croisement des pics SPI-]
FLI-1 apres avoir imposZ une distance maximale de 200 pb (courbe bleue) ou de 1000 pb (cou
verte).

| B : Distance moyenne entre les consensus FLI-1 et SPI-1 dans les sZquences sous les pics corr
contenant un consensus FLI-1 et un consensus SPI-1 (courbe verte) ou dans les sZquences d

promoteurs (Pro) choisis de manisre alZatoire (courbe noire).



Localisation des consensus SPét FLF1 par rapport aux pics communs

Nous avons testZ la localisation des consensud BLEP}1 par rapport aux pics F
et SP}1 communs sous lesquels les sZquences sont composZes dOun consensus de chaque
type. La figure 58 montre larZpartition deslistance entre les consensus SP(Figure 59A)
ou FLI-1 (Figure 59B)par rapport aux picBLI-1 et SPi1 communs.

Comme nous pouvons IQobserver sur la fig9@ & consensus SRI est localisZ
prZfZrentiellement sous le sommetpic SP}L (Figure 59C courbe bleue)En revanche, le
consensus SPI est rZparti de maniere pli¥eche de paat dOautre du pitI-1 (Figure 59C
courbe verte)

De la meme maniere, nous pouvons observer Zgalement un posit@mt du
consensus FEL ~ courte distance du sommet gic FLI-1 (Figure 59B: courbe bleueainsi
quOuneZpartitionplus 1%.che de pattdautre du sommet du pic -3RFigure 59B courbe
verte).

En dOautres termessaZsultats indiquent donc que le consensud &BidavaragelocalisZ
~ proximitZ du pic SPI1 commun alors que le pic Flll semble plut™t localipfbchedu pic
FLI-1. Ces observations suggerent donc que -ELet SPI1 seraient recrutZs sur leur

consensus respectifs.
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Figure 59 : Localisation des consensus SPI-1 ou FLI-1 par rapport au pic commun ~ FLI-1 et
SPI-1

A : SchZma explicatif des graphiques A et B. Le point 0 correspond " la moitiZ de la distance
les pics FLI-1 et SPI-1. Les fleches bleues reprZsentent la distance entre le consensus et le
facteur correspondant. Les fleches vertes reprZsentent les distances entre les consensus et
IOautre facteur.

B : Distance en paire de bases entre le consensus SPI-1 et le pic SPI-1 (courbe bleue) ol
FLI-1 (courbe verte).

C : Distance en paire de bases entre le consensus FLI-1 et le pic FLI-1 (courbe bleue) ou
SPI-1 (courbe verte).

D : Exemple thZorique de rZpartition homogene des consensus sur une rZgion de 400 pb.

o+



Conservation des consensus ALét SPi1 des sZquences sous les pics communs

Afin de dZterminer si les consensus fLét SPI1 des Zquences des pics communs
Ztaient conservZs au cours de 10Zvolution, les sZquences contenant deux conskems$us FLI
SPH1 contenues sous les pics communs et sous les rZgions contr™les ont ZtZ analysZes avec
rVISTA 2.0 pour dZtecter des conservations regdpeces des consensus. La figure 60 montre
que les sZquences des rZgions contr™les sont composZes de sZquences ne contenant pas de
consensus SPI ou FLF1 conservZs, de sZquences contenant un des deux consensus
conservZs ou des deux (Figure: 8@cteude droite). En revanche, nous pouvons observer un
tres net enrichissement en sZquences contenant deux consendust 5PF1 conservZs sous
les pics communs (Figure 68ecteur de gauche).

Autrement dit, ces rZsultats tendent ~ montrer une pressiosZtétion sur les
sZquences contenant un consensuslFét un consensus SPldans les sZquences des pics

communs aux facteurs Fil et SP11.
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Figure 60 : Conservation des consensus FLI-1 et SPI-1 dans les sZquences sous les pic
communs

Secteurs montrant la proportion de consensus FLI-1 conservZs (partie bleue), SPI-1 const
(partie verte) ou les deux conservZs (partie jaune) ou encore non conservZs (partie rouge)
les sZquences sous les pics communs (secteur de gauche) ou contr™les (600 promote
hasard) (secteur de droite) contenant un consensus FLI-1 et un consensus SPI-1.

Un consensus est considZrZ conservZ sOil I0est dans au moins une des especes suiva
rapport ~ la souris : Homme, ChimpanzZ, Macaque, Poulet et Chien.

D) Etude du recrutement de SP1i1 et de FLI-1 sur les promoteurs de genes de

biogenese des ribosomes

1-  Association des pics spZcifiques et communs ~ des genes de

biogenese des ribosomes

Nous avons ensuite focalisZ notre Ztude sur IOensemble des genes de biogenese des ribosomes

recrutant SRIL et/ou FLI1 sur leurs sZquences rZgulatriedi®m de dZterminer dans un



premier temps si ces sZquences sont majoritairement composZes des deux types de consensus
SPH1 et FLFL. Nous avons donc utilisZ la liste des coordonnZes de pics spZcifique$ ~ FLI

ou ~ SPH1L ou communs aux deux facteurs et s16es avons soumis au programme GPAT
(Genomic Position Annotation Tool) disponible sur internet. Ce programme dZveloppZ par le
groupe L. Tora (Krebs et al., 2008) dZtecte dans une fenetre de distance par rapport aux genes
la prZsence de pics ou non. Powatr@ analyse concernant les genes de biogenese des
ribosomes, nous avons effectuZ une recherche de pics dans une distance de 5 kb de part et
dOautre du point dQinitiation de la transcription. Une fois la liste de genes obtenue, nous avons
cherchZ les genesodant des protZines impliquZes dans la biogenese des ribosomes dZcrits par
le groupe de J.J Diaz (CoutZ et al., 2006). La figure 61A montre que 128 pics spZcifiques "
SPI1 sont associZs ~ des genes de biogenese des ribosome contre seulement 16 pics
spZdiques ~ FLI-1 et 18 pics communs. Cette faible reprZsentation de pics communs associZs
aux genes de biogenese des ribosomes pourrait suggZrer quOune grande proportion de ces

genes ne recrute que SPI
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Figure 61 : Association des pics spZcifiques et communs aux genes de biogenese des ribosol

A : Tableau reprZsentant le nombre de pics associZs par le programme GPAT aux genes il
dans la biogenese des ribosomes ou aux genes totaux dZcrits par CoutZ et al. (CoutZ et al., z

B : ReprZsentation du motif consensus surreprZsentZ dans les sZquences sous les pics spz
SPI-1 associZs ~ la biogenese des ribosomes

2- Les sZquences sous le®81 pics SR montrent une

surreprZsentation de consensus communs

Du fait du faible nombre de pics communs et spZcifiques “1Fa$sociZs ~ des genes
de biogenese des ribosomes, nous avons focalisZ notre Ztude sur les 128 pics spZcifiques de
SPF1. Nousavons recherchZ des motifs surreprZsentZs dans les sZquences prZsentes dans une
rZgion de 200 pb de part et dOautre du sommet de ces 128 pics par rapport aux rZgions
contr™les situZes 2 kb en amont (rZgikR) afin de tester si le motif surreprZsentZsdan

totalitZ des sZquences sous les pics spZcifiques-1 8B le meme pour les sZquences



associZes " la biogenese des ribosomes. Pour rappel, le motif consensus identifiZ par
CisFinder pour les pics spZcifiques ~ SIPést composZ dOun motif clur GGAdvec tres
majoritairement un G en positie2 par rapport =~ ce motif (Figure 52). En revanche, le motif
surreprZsentZ dans les sZquences sous les 128 pics associZs " la biogenese des ribosomes est
strictement le meme que celui identifiZ par cisSFINDER fesar612 pics communs (comparer

figures 52 et 61B). Ces rZsultats suggerent que les sZquences sous les-piassBeiZs " la

biogenese des ribosomes se comportent comme les sZquences sous les pics communs.

3- Composition des sZquences en consensud BLSPH1

Dans le but de dZterminer si les sZquences sous les pitsaS&iciZs " la biogenese
des ribosomes prZsentent une signature de sZquences communes, nNous avons entrepris de
dZterminer la composition des 128 sZquences en consensLigfFEPI1 ensuivant la meme
dZmarche que celle dZcrite dans la partie 3C.

Les pics SPI associZs ~ la biogenese des ribosomes sont enrichis en sZquences

contenant au moins un consensus-5BuU FLF1

La figure 62A montre que les 128 pics SPlsont tres majoritainment composZs de
sZquences contenant au moins un consensud Bul SPI1 (Figure 62A 111 sZquences

avec contre 17 sans consensus). En revanche, les rZgions cepkfR¥esmt composZes dOun

tres petit nombre de sZquences contenant des consensiFISPHL prZsentZs sur la figure

54 (Figure 62A 51 sZquences avec contre 77 sans consensus). DOautre part, la figure 62B
montre un enrichissement en consensusIF(fFigure 62B 118 consensus F sous les

pics SPi1l contre 27 consensus dans les rZgicostr™les2kR) ou en consensus SPI

(Figure 62B: 157 consensus SRIsous les pics SHI contre 45 dans les rZgions contr™les

N

2kR). Ces rZsultats indiquent donc que les sZquences sous les picsas$®tiZs ~ la



biogenese des ribosomes sont enrig@msconsensus FL et en consensus SPicomme les

sZquences contenues sous la totalitZ des pics communs.
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Figure 62 : Composition des sZquences spZcifiques ~ SPI-1 associZes " la biogensse des ribos
en consensus FLI-1 et SPI-1

Les sZquences correspondant augdde part et dDautre des pics communs ~ FLI-1 et ~ SPI-1 ass
aux genes de biogenese des ribosomes (Pic) et les sZquences des rZgions -2200pibén gddont
de ces pics (-2kR) ont ZtZ analysZesQisFinderafin de dZterminer leur composition en consen
FLI-1 et SPI-1.

A : Nombre de sZquences contenant (barres violettes) ou pas (barres rouges) au moins un ¢
SPI-1 ou un consensus FLI-1.

B : Nombre de consensus FLI-1 (barres bleues) ou de consensus SPI-1 (barres vertes)

sZquences sous les pics SPI-1 associZs " la biogenese des ribosomes.

C : Nombre de sZquences contenant 1 ou plusieurs consensus FLI-1 (barres bleues), SPI-
vertes) ou les 2 types de consensus (barres jaunes).

D : Nombre de sZquences contenant 1, 2 et/ou 3 consensus SPI-1 et FLI-1 auquel est so
nombre de sZquences Zquivalentes des contr™lesb2kR.



Les pics SPI associZs ~ la biogenese des ribosomes sont enrichis en sZquences

contenant au moins deux consensus

Nous avons ensta dZterminZ le nombre de consensus par sZquences contenues sous les
128 pics SPI et les rZgions contr™I@&R. Les figures 62C et 62D montrent que les pics
SP}1 sont majoritairement composZs de sZquences contenant au moins deux consénsus SPI
ou FLI-1. DOautre part, les sZquences contenant au moins deux consensus sont essentiellement
des sZquences contenant les deux types de consensus (Figure G2@mipBrer les barres
jaunes aux barres bleues et vertes). Ces rZsultats indiquent donc que3&4 piassociZs

la biogenese des ribosomes sont enrichis en sZquences contenant les deux types de consensus.

En dOautres termes, les pics spZcifiques d& &¥ociZs " la biogenese des ribosomes
prZsentent une signature de sZquences communes.
1- Positiondes pics par rapport au +1 de la transcription et lien

avec la rZgulation des genes de biogenese des ribosomes

Localisation ~ proximitZ du +1 de transcription

Nous avons ensuite regardZ le positionnement des pics par rapport aux genes. Nous
avons comparks 128 pics SP1 associZs " la biogenese des ribosomes ~ 128 picsl SRk
au hasard. Comme nous pouvons |Oobserver sur la figure 63A, plus des 60 % des pics pris au
hasard se situent en aval du +1 de transcription des genes (Figurepé@Bite rougedu
secteur supZrieur). En revanche, meme si les pics se trouvant dans le corps des genes de
biogenese des ribosomes sont Zgalement majoritaires, la proportion de pics situZs en amont du
+1 de la transcription des genes de biogenese des ribosomes eshphbrsante que celle des
genes pris au hasard (Figure 638omparer partie bleue des secteurs du haut et du bas). Ces

rZsultats suggerent que le recrutement de-ISBt FLF1 serait retrouvZ plus frZquemment

! *Q



dans le promoteur proximal des genes de biogeradss ribosomes que pour un autre type de
gene. Cette localisation au niveau des promoteurs proximaux a dZj> ZtZ observZe 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 sommegiassZs " la proximitZ des pics par rapport au +1 de
transcription de ces memes genes. La figure 63B montre une clusterisation des pics associZs "
la biogenese des ribosomes autour du +1 de transcription plus prononcZe que pour les pics
pris au hasard (Fige 63B: 50 % de sZquences ~ 500 pb de part et dOautre du +1 de
transcription pour les genes de biogenese des ribosomes contre 32 % pour les genes totaux).
Ces rZsultats suggerent donc que le recrutement d& 8PFLI1 ~ proximitZ des genes de

biogense des ribosomes se fait prZfZrentiellement autour du +1 de transcription.
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Figure 63 : Lien entre recrutement et rZgulation?

A : Proportion des 128 pics SPI-1 associZs " la biogenese des ribosomes (secteur du bas) ot
" des genes pris au hasard (secteur du haut) en amont du TSS (partie bleue) ou en aval
(partie rouge).

B : RZpartition des 128 pics SPI-1 associZs " la biogenese des ribosomes (graphique du
associZs " des genes pris au hasard (graphique du haut) par rapport au +1 de transcripi
pourcentages indiquZs correspondent ~ la proportion de sZquences comprises entre -508be
par rapport au +1 de transcription

C : Effet de IODHMBA sur |Qexpression des genes de biogenese des ribosomes situZs ~ prox
pics SPI-1.



Effet de IDHMBA sur IOexpression des genes de biogenese de ribosomes associZs ~ un

pic SPH1 ?

Nous avons ensuite testZ IOimportance duteevent de SP1 et de FLi1 sur
IOexpression des genes de biogenese des ribosomes. Pour rZpondre ~ cette question, nous
avons testZ 10effet de IOHMBA sur [Oexpression des genes impliquZs dans la biogenese des
ribosomes se trouvant "~ proximitZ dOun pic SRIrZsents dans les donnZes de transcriptome
et dont la pvalue de IOeffet de IODHMBA est infZrieure ~ 5 %. Ainsi, seuls 12 genes associZs "
un pic SPI1 montrent une rZgulation statistiquement significative.

La figure 63C montre que IOHMBA a majoritaiesmn un effet rZpresseur de
IOexpression de ces genes quand cet effet est significatif exceptZ pour Rpgekasqui
code une kinase dZcrite pour phosphoryler la protZine ribosomique RPS6 et dont IOexpression

est augmentZe apres traitement par IOHMBA.

C) Synthese des rZsultats obtenus

Pour conclure cette partie, nous avons dZveloppZ une approche originale permettant
IOidentification de genes cibles directs par les facteurs de la famille ET$,&fISPI1 dans
trois lignZes ZrythroleucZmiques indZpendapterr lesquelles des donnZes de transcriptome
sont ou pourront stre disponibles apres extinction dOun de ces deux facteurs. LOanalyse
bioinformatique de nos donnZes nous a permis dQOidentifier des motifs consensus de
recrutement spZcifiques de FlLlet deSPF1. DOautre part, la prZsence de pics communs ~
FLI-1 et ~ SP¥1 est la consZquence de la proximitZ de deux consensdsdtL$Pi1 qui
semblent stre conservZs au cours de I0Zvolution. La meme analyse appliquZe " la biogenese
des ribosomes nous a pesmilOaboutir aux memes conclusions. NZanmoins, la faible

proportion de genes de biogenese des ribosomes associZs aux pics communs pourrait suggZrer



un probleme de dZtection des pics FALbu alors la reconnaissance des consensud phar
un autre facteuralla famille ETS.

Enfin, nous avons montrZ que les pics-$Bbnt prZfZrentiellement positionnZs proches
du +1 de la transcription. De plus, il semblerait que le recrutement dle SRIplut™t associZ

" une activation mais ces donnZes nZcessiteningdysas supplZmentaires pour etre validZes.



DISCUSSION

|- SpZcificitZ des phZnotypes induits par la rZpression inductible tlie-1

De manisre tres frappante, la quésitalitZ des intZgrations provirales du virus de Friend
conduisantau dZveloppement dOZrythroleucZmies entraine la surexpression dOun facteur de
transcription de la famille ETS, SRlou FL}1, reconnaissant un motif consensus minimal
GGAA. De plus, notre Zquipe a montrZ que-SRkt un activateur transcriptionnel du gen
fli-1. Cette observation suggere que la dZrZgulation des genes activZs ou rZprimZs par ces
deux facteurs est quasi incontournable pour la transformation de la lignZe Zrythrocytaire. Afin
dOapprZcier la signification de cette observation, mon objedtifiZita premier temps de
montrer que SPL et FLF1 contribuent au maintien de la prolifZration, de la survie et du
blocage de la diffZrenciation des cellules ZrythroleucZmiques de Friend. Si la contribution de
SPH1 " ces trois processus avait dZj~ ZtZntride par rZpression de son expression dans les
cellules MEL (Atar et al., 2005), les seules Ztudes rZalisZes avant le dZbut de ma these
permettant de documenter le r™le delFthns les ZrythroleucZmies Ztaient des Ztudes de
surexpression dans les cedlsl ZrythroleucZmiques ou les Zrythroblastes aviaires (Starck et
al., 1999, Pereira et al., 1999). Ces Ztudes ne permettaient pas dOZtablir formellement la
contribution de la protZine Fi1 endogene " la prolifZration, " la survie et au blocage de la
diffZrenciation des cellules ZrythroleucZmiques de Friend. JOai donc testZ la contribution de la
protZine FLI1 endogene " ces trois processus par rZpression inductible par interfZrence par
IOARN de son expression dans deux lignZes ZrythroleucZmiques irsfuieesipus SFFV
(lignZe 745A surexprimanSpil et Fli-1) ou par le virus WMuLV (lignZe NN10

surexprimant uniquemefdi-1).



JOai ainsi pu montrer que la rZpressioRlidé accZlsre 10arret de la prolifZration et la
diffZrenciation des cellules 745/ eZponse ~ IOHMBA et entraine IQapparition de cellules
apoptotiques. JOai utilisZ la meme approche pour montrer que la rZpresdioeh dens les
cellules NN10 entraine les memes effets que ceux induits dans les cellules 745A.

JOai montrZ que ces effde la rZpression didi-1 dans les cellules 745A et NN10 sont
la consZquence de IQabsence delFétl non celle dOun effet non spZcifigue des shARN
produits dans ces clones. En effet, la production de shARN de sZquence alZatoire nOa
strictement aucun eff sur ces lignZes de cellules ZrythroleucZmiques. DOautre part, jOai
vZrifiZz que IOexpression dOaucun gene dZcrit pour etre activZs en rZponse " la production
dOinterfZron nOest augmentZe par la production des BHARN dans les cellules 745A ni
dansles cellules NN10. Enfin, la rZpression Eie-1 par 1Oun ou IQautre de deux shARN
ciblant deux rZgions diffZrentes de IOARNmFtel conduit aux memes phZnotypes. Je
dZduis de ces rZsultats que la probabilitZ que IQarrst de la prolifZration, |IOaptptepese
de la diffZrenciation des cellules NN10 et 745A ne soient pas la consZquence de la rZpression
deFli-1 est extrrmement faible. La restauration du phZnotype par une protZieekbgene
dont IDADNCc est insensible ~ la dZgradation par le sha&mettrait dOasseoir de maniere
dZfinitive cette dZmonstration. Pour IOinstant, nous nous heurtons ~ une difficultZ technique
(Cf. annexe 2) dont nous pensons quQelle est liZze ~ une dynamique dOexpression diffZrente du
genefli-1 exogene par rapport agene fli-1 endogene. Pour rZsoudre ce probleme, il faudrait
produire la protZine FL1 exogene dans les memes conditions que la protZinelFLI
endogene. LOintZgration de mutations silencieuses dans ldligtnendogene des cellules
ZrythroleucZmiques deriend rendant insensible IOARNF-1 ~ la dZgradation par les
shARN nous permettrait de rZpondre ~ cette question.

LOensemble de ces rZsultats montre donc pour la premisre fois que la protZine FLI

endogene contribue au maintien de la prolifZration, e survie et au blocage de la



diffZrenciation des cellules ZrythroleucZmiques de Friend et contribue de manisre additive
avec SPI1 " ces processus. Toutefois, nous pouvons noter que IOabsenceldéaRklles
cellules NN10 nOinduit IOhZmoglobinisatioa d®une tres faible proportion de cellules
contrairement aux cellules 745A en prZsence dOHMBA et de doxycyline. Cette diffZrence au
niveau de la rZversibilitZ du blocage de la diffZrenciation en absence-ieoBlLde SPRIL
pourrait stre la consZquence d®accumulation de mutations qui pourraient avoir ZtZ
sZlectionnZes lors de la propagation du clone NN10 soit dans son Ztablissement initial du fait
gue, contrairement © SPI, FLI-1 ~ lui seul ne puisse pas conduire ~ la transformation des
ZrythroblastesOr, les donnZes dZcrites dans la littZrature semblent plut™t indiquer le
contraire. En effet, alors que la surproduction de-Fldans les Zrythroblastes aviaires est
suffisante pour bloquer leur diffZrenciation et maintenir leur prolifZration et leue slav
surproduction de SPI dans ces memes Zrythroblastes nZcessite la coopZration dOun EpoR
fonctionnel pour conduire aux memes phZnotype (Pereira et al.,; F89®ira et al., 2000).
Alternativement, la diffZrence de rZversibilitZ du blocage de ffdreliciation en
absence de FL1 ou de SRL pourrait otre reliZe ~ une diffZrence dans le mode dOaction de
FLI-1 et de SRL. Ainsi par exemple, des donnZes non publiZes de Boris Guyot montrent que
la rZpression simultanZe Bi-1 par la doxycycline eles HDAC par la TSA (Trichostatin A)
induit IOhZmoglobinisation de plus de 50 % de ces cellules. De plus, Boris Guyot a Zgalement
montrZ une interaction entre FLlet HDAC1. Ces rZsultats suggerent IOimportance des
HDAC dans le blocage de la diffZrenaisti des cellules NN10. Ces rZsultats suggerent
Zgalement que FL1 pourrait contribuer au blocage de la diffZrenciation en laissant une
empreinte qui ne peut stre levZe par la seule absence de Ebl rZpression deli-1 ainsi
que celle des HDAC dans d@es lignZes fMuLV surexprimantFli-1 pourrait etre

envisagZe afin de tester ces diffZrentes possibilitZs.



Pris ensemble, ces rZsultats montrent quelSRIFLIF1 ont des contributions similaires
comme ce qui est observZe dans 10Zrythropoesse norraale gBal., 2004 Starck et al.,
2010) mais Zgalement des contributions plus spZcifiques notamment au niveau du blocage de

la diffZrenciation des cellules ZrythroleucZmiques de Friend.

Il - Lien entre FLI-1 et la biogenese des ribosomes

Les analyses traariptomiques rZalisZes " partir des cellules 745A traitZes ou non par la
doxycycline et/ou par IDHMBA nous ont permis de montrer quOune proportion importante de
genes activZs de manisre additive par ALEt SPI1 Ztait impliquZe dans diffZrentes Ztapes
de la biogenese des ribosomes et recrutent ces facteurs au niveau de leur sZquence promotrice.
Comme nous avons pu le voir dans la derniere partie de mon introduction bibliographique, la
biogenese des ribosomes consiste en |Oassemblage de protZines qiEss@vec quatre
ARNr diffZrents. Les protZines ribosomiques sont synthZtisZes en exces par rapport aux
ARNr. Les protZines ribosomiques non intZgrZes sont rapidement dZgradZes, letg demi
Ztant de 40 minutes chez les mammiferes (pour revue, Warnkr £980). En revanche, la
synthese et la maturation des ARNr constituent le facteur limitant de la biogenese des
ribosomes. De maniere frappante, une majoritZ des genes impliquZs dans la biogenese des
ribosomes dont IOexpression est diminuZe de manditevacen absence de Flllet de SRI
1 sont justement impliquZe dans le mZtabolisme des ARNr. Ainsi, nous pouvons noter la
rZgulation directe dOune somitZ commune des ARN polymZrases | et Il qui assurent la
transcription des ARNr 28S, 5,8S, 5S et 1&Squi pourrait suggZrer une rZduction de
|QactivitZ de ces deux ARN polymZrases. De maniere plus gZnZrale, cette observation
intZressante nous a conduit ~ penser que la dZplZtion d& &Lide SRL entraine une

rZduction du nombre de ribosomes dansédisiles 745A.



LOensemble des donnZes que jOai prZsentZes dans ce manuscrit tendent ~ montrer
quQeffectivement la dZplZtion de -ELét de SPRI entraine une rZduction du nombre de
ribosomes. En effet, la dZplZtion de HALet de SRIL conduit dOune partld rZduction du
taux dOARNr et dOautre part ~ la rZduction du taux de protZine RPL11 et RPL24 dont la

grande majoritZ se trouve dans les ribosomes.

lll - La rZversion du phZnotype transformZ des cellules ZrythroleucZmiques de
Friend induite par la dZplZtion de FLI-1 de SP}1 ne sOexplique pas par une

augmentation de p53 provoquZe par un stress ribosomique

A) p53 ne contribue pas aux effets de la dZplZtion de Flllet de SPi1

dans les cellules ZrythroleucZmiques

De nombreuses Ztudes prZsentZes dans laiemeatpartie de mon introduction
bibliographique mettent en Zvidence que la biogenese des ribosomes est ciblZe par des
oncogenes mais Zgalement par des suppresseurs de tumeurs suggZrant une importance
cruciale de cette biogenese dans le dZveloppement derc@re plus, une grande proportion
de cancers est associZe ~ une stimulation de la biogenese des ribosomes (pour revue, Ruggero
et al., 2003). Il mOa donc paru tres intZressant de relier fonctionnellement la rZduction de la
biogenese des ribosomes obsenen absence de Flllet de SRIL " IQarret de la prolifZration
et ~ la diffZrenciation qui lui sont associZs. Une rZduction de la biogenese des ribosomes peut
induire une voie de stress ribosomique entrainant la stabilisation de p53 via la rZpression de
MDM-2 par certaines protZines ribosomiques. De manisre intZressante, le groupe de P.A.
Marks a montrZ que le traitement des cellules ZrythroleucZmiques DS19 par de faibles doses
dOactinomycine D conduit " la reprise de leur diffZrenciation et ~ |IQaretirderolifZration

(Terada et al., 1978). A faibles doses, |IQactinomycine D bloque prZfZrentiellement IOARN
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polymZrase |. Ce traitement induit la stabilisation de p53 via cette voie de stress ribosomique
(Choong et al., 2009Dai et al., 2004). De la menmanire, la surproduction dOune protZine
p53 de conformation sauvage induit la diffZrenciation des cellules ZrythroleucZmiques DP16
au dZtriment de leur prolifZration (Johnson et al., 1993). De plus, comme je I0ai mentionnZ
dans la derniere partie de montioduction bibliographique, [Oempechement dOun stress
ribosomique semble stre primordial pour le dZveloppement de cancer (Macias et al., 2010).
Ces donnZes nous ont conduit ~ proposer que la dZplZtion dedtlde SRIL induirait un
stress ribosomiquet éa stabilisation consZcutive de p53 contribuant ~ IQarrst de prolifZration
et " la reprise de la diffZrenciation des cellules 745A et NN10.

Si cette hypothese est vraie, nous devrions pouvoir montrer que (1) IOinduction dOun
stress ribosomique mime lefets de I0absence de ALkt de SRI dans les cellules NN10
et 745A et augmente le taux de protZine p53, (2) que IOabsenceldet BelSRIL augmente
le taux de protZine p53, (3) que la dZplZtion delFél de SRI entraine [Oaccumulation de
protZnes ribosomiques RPL11 libres qui induit la stabilisation de p53 et (4) que p53
contribue aux phZnotypes des cellules 745A et NN10 apres dZplZtion des deux facteurs ETS.
Suivant cette stratZgie, jOai montrZ quOeffectivement IQinduction dOun stresgieilp@somi
IOactinomycine D ou leJ mime la dZplZtion de F et de SRI et que la dZplZtion de
ces deux facteurs comme le traitement par IOactinomycine D augmente le taux de protZine p53
dans les cellules NN10 et 745A. En revanche, jOai montrZ quaugtientation nOest pas
dZpendante de la protZine RPL11, mZdiateur essentiel dOun stress ribosomique (Lohrum et al.,
2003; Zhang et al., 2003). De plus, la protZine p53 ne contribue pas " IQarret de prolifZration
et " la reprise de la diffZrenciation daslules ZrythroleucZmiques induites par la dZplZtion de
FLI-1 et de SRL ou par IOactinomycine D. Cette absence de contribution de p53 est
cohZrente avec le fait que la protZine p53 est mutZe dans les cellules ZrythroleucZmiques de

Friend. Ainsi, les céliles 745A produisent une protZine p53 portant la mutation C269S qui
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touche le domaine de liaison ~ IOADN (Barnache et al., 1998). En revanche, aucune mutation
de p53 dans les cellules NN10 nOa ZtZ documentZe " ce jour. Il serait donc intZressant de
sZquener IODADNCc de la protZine p53 de ces cellules afin de dZterminer si effectivement p53
est mutZe dans les cellules NN10 et de dZterminer la nature de cette mutation.

De manisre plus surprenante, le traitement des cellules 745A par IOHMBA seul entraine
une Zduction drastique du taux de protZine p53. Cette rZduction nOest pas la consZquence de
la dZplZtion de SPI puisque la rZpression 8@i1 par siARN nOinduit pas dOeffet sur le taux
de protZine p53 (donnZes non montrZes). De plus, le taux de protZine2 MiDieilst pas
affectZ par le traitement par IOHMBA (donnZes non montrZes). Le groupe de M.C. Hungt a
montrZ que la phosphorylation de MBMpar la kinase Akt active ses fonctions ubiquitine
ligase conduisant " la dZgradation de p53 (Zhou et al., 2001)Judgle groupe de B.M.

Peterlin a montrZ que IODHMBA entraine une activation transitoire de la kinase Akt (Contreras
et al., 2007). Ces donnZes nous laissent penser que la rZduction de p53 en rZponse ~ IOHMBA
pourrait stre la consZquence dOune exacerbagid®activitZ de MDM liZe ~ I0activation

dOAKkt par IDHMBA. Une manisre de tester cette hypothese serait de traiter simultanZment les
cellules 745A par IOHMBA et par un inhibiteur dOAkt comme la pZrifosine ou-2206K
(Carrasco et al., 2010 et al.,2009).

DOautre part, comme je 10ai mentionnZ, 10absence-HeerrlprZsence dOHMBA
augmente le taux de protZine p53 indZpendamment dOun stress ribosomique. En effet,
plusieurs groupes ont montrZ que la seule rZpressiftpldd est suffisante pour attZewu
|IOaugmentation du taux de protZine p53 induite par exemple par IQactinomycine D (Lindstrom
et al, 201Q Barkic et al., 2009). Une question soulevZe par ce rZsultat concerne le mZcanisme
conduisant "~ IOactivation de p53 en absence dd.Flliserait inZressant dans un premier

temps de dZterminer si cette augmentation est la consZquence dOune rZgulation traductionnelle



ou posttraductionnelle. Des expZriences dOincorporation de mZthionine marquZ&ar le

pourraient stre envisagZes.

B) LOabsence delfF-1 et de SPi1 conduit-elle ~ un stress ribosomique?

Le stress ribosomique se caractZrise par IQaccumulation de protZines ribosomiques non
associZes aux ribosomes. JOai donc testZ la possibilitZ que |Oabsendeeta&ISRI
entraine un stress risomique en dosant le taux de protZine RPL11 libres. JOai ainsi pu
montrer que le traitement par IOHMBA avec ou sans doxycycline nOentraine pas
dOaugmentation dZtectable du taux de protZine RPL11 dans la fraction libre ce qui suggere
que |Oabsence de FLét de SPIL nOinduit pas un stress ribosomique.

Toutefois, jOai pu montrer une contribution de la protZine RPL11 " la diffZrenciation des
cellules 745A induite par la dZplZtion de SRit de FLI1. Cette contribution semble stre liZe
" la fraction libre & RPL11 puisque le taux de protZine RPL11 totale nOest pas rZduit par les
siARN. Je nOai pas pu tester IQeffet du siARN sur le pool de protZine RPL11 libre car ce test
nZcessite un fractionnement des ribosomes qui requiert un nombre consZquent daeellules
pouvant etre atteint apres transfection avec des siARN. DOautre part, jOai montrZ que la
protZine RPL24, dont le groupe de S. Volarevic a montrZ que sa rZpression induit un stress
ribosomique (Barkic et al., 2009) nOa pas les memes contributions quel RBL la
diffZrenciation des cellules 745A.

Le protocole de fractionnement de ribosomes que jOai suivi a ZtZ utilisZ par le groupe de

S. Volarevic qui a dZtectZ |Oaccumulation de protZines ribosomiques RPL11 libres en



prZsence de faibles doses dOactinmmyD ou de siARN dirigZ contre IODARNmM Rigl24
(Barkic et al., 2009). Contrairement ~ ce que les auteurs ont observZ, jOai pu constater la
prZsence dOun pool de protZines ribosomiques RPL11 libres dans les cellules non traitZes.
DOautre part, je nOai pasobserver dDaugmentation du pool de protZines RPL11 dans la
fration libre des cellules traitZes par de faibles doses dOactinomycine D. La divergence entre
ces rZsultats et ceux du groupe de S. Volarevic pourrait suggZrer que le pool de protZines
RPL11 Ibres dZtectZ en absence de traitement dans nos conditions rZsulte dOune altZration des
ribosomes en cours dOexpZrience. A ce stade de IQanalyse, il est donc difficile dOexclure que
|IOabsence de FlLlet de SRL nOaffecte pas le pool de RPL11 libre. D&amZthodes
comme le gradient de polysome ont ZtZ utilisZes notamment par le groupe de H. Lu pour
dZtecter le pool de protZine RPL11 libre en absence de RPL23 (Dai et al., 2004).
Contrairement ~ la mZthode que jOai utilisZe, cette technique ne nZessdeepp’cipitation
de la fraction libre avec laquelle jOai ZtZ confrontZ ~ des problemes solubilisation du culot.
Des expZriences similaires pourraient stre envisagZes dans nos cellules 745A. DOautre part, le
test de IQinteraction entre RPL11 et MRMbourait Zgalement stre apprZhendZ par des
expZriences de dmmunoprZcipitation.

QuoiquOil en soit, si la dZplZtion de-SRt de FLI1 induit effectivement un stress
ribosomique qui conduit ~ IOaccumulation de RPL11 libres contribuant ~ la diffZremciago
cellules 745A, nous savons dOores et dZj" que cette diffZrenciation ne rZsulte pas dOune
augmentation de p53, y compris en prZsence dQactinomycine D qui induit Zgalement la
diffZrenciation des cellules 745A. NZanmoins, ce pool de protZines RPL4d pibarrait
conduire ~ I0activation dOune autre cible de IQubiquitine ligase2MPMmi les cibles
potentielles de cette protZine, il est intZressant de citer la protZine HEXHWIBA
inducible protein 1) (Lau et al., 2009). Cette protZine a ZtZ dpotiela premisre fois

comme induite par IDHMBA dans les cellules musculaires lisses vasculaires (pour revue, Dey



et al., 2007). Le groupe de L. Lania a Zgalement montrZ que le traitement des cellules MEL
par IOHMBA ou le DMSO induit IOexpression dOHEXI|(Wurano et al., 2006). Cette
protZine agit en complexe avec le snARN 7SK pour rZprimer les fonctions du facte@r pTEF
(positive transcription elongation factor 8) (Contreras et al., 200K et al., 2003). Ce
facteur est un complexe composZ de la cgclil et de la kinase CDK9 qui contribue ~ la
phosphorylation du domaine-t@®rminal de IOARN polymZrase Il favorisant I0Zlongation de la
transcription (Wada et al., 199 amaguchi et al., 1999). Le traitement des cellules MEL par
IOHMBA induit IQinteraoti entre la protZine HEXIM et la protZine CDK9 du complexe
PTEF§ corrZlZe avec IQarret de la prolifZration et la reprise de la diffZrenciation (He et al.,
2006). De manisre intZressante, le traitement des cellules MEL par le DRB (5,6
dichlorobenzimidaz@), un inhibiteur de IO0Zlongation de la transcription par IOARN
polymZrase Il et de pTEFS§, induit leur diffZrenciation (Hensold et al., 1996). LOensemble de
ces Ztudes est compatible avec la possibilitZ que la protZine RPL11 libre pourrait contribuer
au mans en partie " la diffZrenciation des cellules 745A induite par la dZplZtion ek éiLl
de SPi1 en activant la protZine HEXHH par son action rZpressive sur la protZine MRM

comme jOai dZj" le pu le mentionner, IQactinomycine D induit Zgalement la
diffZrenciation des cellules 745A et NN10 de maniere indZpendante de p53. Il serait donc
important de rZprimer Rpl11 en prZsence dOactinomycine D afin de tester la dZpendance du
phZnotype induit par cette drogue vis ~ vis de RPL11. De plus, afin dOZtaldin entre
stress ribosomique et HEXH#, il serait intZressant de comparer le niveau de
phosphorylation du domaine-terminal de IDARN polymZrase Il en prZsence dOactinomycine

D avec ou sans RPL11.

C) Les effets induits par la dZplZtion de SP1 et de FLI-1 sontils relayZs

par une modification de la traduction?



A ce stade de IQanalyse, nous ne pouvons pas exclure une contribution autre de la
rZduction de la biogenese des ribosomes " la diffZrenciation des cellules ZrythroleucZmiques
de Friend. Des traux du groupe de M. Von Lindern prZsentZs lors d{i®1dongres de
IOHemoglobin Switching (du 3 au 6 septembre 2010) montrent que la rZpression de la protZine
RPL11 dans des Zrythroblastes p5&duit leur diffZrenciation induite par IOEpo. Cette
rZpressin est associZe " la rZduction de IQexpression de deux genes dont la traduction est
dZpendante dOIRES et dont ils ont montrZ la contribution " la diffZrenciation par rZpression
(Horos et al., Poster nj32 de la premisre session). Ces donnZes laissentipenssifacteurs
FLI-1 et SPI1 pourraient favoriser une traduction coiffépendante au dZtriment de la
traduction IRESdZpendante. Des dZfauts de traduction dZpendante de la prZsence dOIRES ont
dZj" ZtZ observZs dans les cellules de lymphomes B dZieZeeuris E-Myc surexprimant
c-Myc (Barna et al., 2008) ou dans un modele de progression tumorale ZtudiZ par le groupe de
J.J. Diaz (Belin et al., 2009). Afin de tester cette hypothese, il serait intZressant dans un
premier temps de tester la qualitZaéraduction apres dZplZtion de SPét de FLi1 induite
par IDHMBA et par la doxycycline. La stratZgie consisterait =~ mesurer I0activitZ dOun gene
rapporteur placZ sous le contr™le dOune IRES " partir de cellules 745A traitZes ou non par la

doxycyclineet/ou par IOHMBA.

D) SensibilitZ exacerbZe de la lignZe Zrythrocytaire au dZreglement de la

biogenese des ribosomes

De fason assez frappante, un nombre important de pathologies associZes " une altZration
de la biogenese des ribosomes affecte le lignagthidposZtique. Ainsi, les patients atteints

dbOanZmie de DiameBthackfan ou du syndrome MBSy associZs ~ une haploinsuffisance



en protZines ribosomiques sont anZmiques. A IOinverse, nos travaux prZsentZs dans cette these
montrent que |IOactivation de gsrde biogenese des ribosomes par les facteurd ELISPI1

est corrZlZe au dZveloppement dOZrythroleucZmies de Friend. La convergence de ces
observations met en Zvidence une sensibilitZ particuliere de la lignZe Zrythrocytaire ~ des
perturbations de laiogenese des ribosomes.

Comme jOai dZj° pu le mentionner dans mon introduction bibliographique,

IO Zrythropoesse sOaccompagne dOune rZduction de la biogenese des ribosomes (Smetana et al.,
1975). A IOheure actuelle, la contribution de cette diminutiodiffrenciation terminale nOa

pas ZtZ testZe. Les modsles animaux de I0anZmie de DBiackfdn ou du syndrome

MDS-5¢ suggerent la contribution de p53 probablement activZe par une voie de stress
ribosomique (Danilova et al., 2008c Gowan et al., 2@®; Barlow et al., 2010) mais qui

nOa en tout Ztat de cause jamais ZtZ documentZe chez les patients. En revanche, des
mZcanismes indZpendants de cette voie ont Zgalement ZtZ documentZs notamment au cours du
51eme congres de IOASH.

Ces observations nousidsent penser que la rZduction de la biogenese des ribosomes
observZe au cours de IOZrythropoeese pourrait conduire ~ une voie de stress ribosomique dont
les effets pourraient stre relayZs par p53 mais Zgalement par dOautres protZines jusquOici non
dZcrites, telle que HEXIM1. Une des contributions de p53 est dOactiver la voie mitochondriale
de IOapoptose conduisant notamment ~ |Qactivation de la caspase 3. Comme je |Oai mentionnZ
dans mon introduction bibliographique, |Oactivation de la caspase 3 estair&cess
|OZrythropossse (Zermati et al., 2009). NZanmoins, le mZcanisme dOactivation par la voie
mitochondriale de cette caspase nOest pas connu. Cette voie de stress ribosomique relayZe par
p53 pourrait contribuer ~ IQactivation de cette caspase au ceur©ZAtythropoesse.
LOempechement ou IOexacerbation de cette voie de stress conduirait ainsi au dZveloppement

de pathologies telles que 10ZrythroleucZmie de Friend ou I0anZmie de Diamond Blackfan



respectivement. Afin de tester cette hypothese, il seraigsaire dans un premier temps de
dZterminer ~ partir de quel stade de 10Zrythrop@B8eest exprimZ par des analyses par
cytomZtrie de flux. DOautre part, afin dOZtablir une contribution-dedghs |Oexpression de

p53 la comparaison de IQexpressiencd gene entre les Zrythroblastksl +/+ etfli-1 -/-

dZrivZs des souris transgZniques dZveloppZs par J. Starck pourrait Zgalement otre envisagZe.
De plus, il serait pertinent de vZrifier IOZrythropoeese des souris exprimant la protZis2 MDM
mutante gi attZnue le stress ribosomique dZcrites par le groupe de Y. Zhang (Macias et al.,

2010).

IV - Genes cibles communs ~ FL}1 et~ SPI-1

Nous avons identifiZ des genes cibles communs ~Fldt ~ SP1 impliquZs dans
diffZrentes Ztapes de la biogenese dbssomes. Cette identification a soulevZ diffZrentes
questions, notamment de savoir sOil existe dOautres genes cibles directs commuiret ~ FLI
SPH1 et quelle est leur particularitZ de recrutement sur des sZquences spZcifiques et
communes.

Nous avonspprZhendZ ces diffZrentes questions par une approche globale -&=GhIP
FLI-1 et SPI1 dans trois lignZes ZrythroleucZmiques indZpendantes surex(Bjhamt/ou
Fli-1 en collaboration avec C. Guillouf (Equipe de F. Mor&achelin, Institut Curie, Pig)
et le CNS. LOune des originalitZs de ce projet rZside dans la possibilitZ dOobtenir des donnZes
de transcriptome dans ces lignZes avant et apres extinction du facteur afin de pouvoir
identifier des genes pertinents dans le maintien du phZnotype Zeyit¥mique.

Nous avons donc analysZ les sZquences obtenues ~ IOaide du logiciel MACS (Zhang et
al., 2008). Ce logiciel dZtecte les pics en comparant le fichier dOintZret ~ un fichier contr™le

~

qui peut stre soit la chromatine obtenue partir des cdlukans le facteur et

! W]



immunoprZcipitZe avec IOanticorps -Bhtil ou antiSPF1 soit la chromatine non
immunoprZcipitZe. Le programme calcule ensuite un sommet de pic correspondant au site de
recrutement du facteur. Une analyse comparative de 12 prograderd&ection de pics °
partir de sZquences issues de C®@ pour trois facteurs de transcription (GABRRSF et
FoxAl) a montrZ que le programme MACS permet la dZtection dOun nombre de pics
importants avec une probabilitZ de faux positifs faible (Wiklsaet al., 2010). LOutilisation de
ce programme nous a permis de dZtecter un nombre de pics consZquents dont une partie
correspond " des pics tres Ztroits qui ne correspondent pas " la taille des fragments de
sonication de la chromatine sZquencZe. Ces gpicrespondent ~ des empilements de
sZquences sur une meme position dans le gZnome. De plus, ils sont composZs de sZquences
rZpZtZes autonomes (rZpZtition GAGAGAGHNNZes non montrZes) contenant un nombre
de mZsappariements important par rapport aorg&rde rZfZrence. Ces pics sont interprZtZs
comme le rZsultat de polymorphisme de sZquences rZpZtZes entre le gZnome des cellules
ZrythroleucZmiques et le gZnome de rZfZrence utilisZ qui se retrouve cartographiZs par erreur
sur les sZquences rZpZtZes spoedantes du gZnome de rZfZrence. Nous avons donc dZcidZ
dOZliminer les sZquences comprenant au moins un mZsappariement et de faire nos analyses "
partir des pics de plus de 250 pb qui correspondent ~ la taille minimale de chromatine
sZquencZe. Nous awdonc obtenu 1200 pics FlLlet pres de 25000 pics SBI” partir de la
chromatine des cellules 745A. Ce nombre important de picd $P¥galement ZtZ observZ
par le groupe de M.A. Lazar qui a rZalisZ des analyses deSehIP partir de macrophages
qui expriment aussspil (Lefterova et al., 2010).

Une des questions soulevZes par le recrutement e &Rle FLi1 sur des sZquences
communes est de savoir si ce recrutement commun est la consZquence de la reconnaissance
d®un meme motif consensus ou deeonnaissance de consensus spZcifiques proches I0Oun de

|Oautre. Afin de rZpondre ~ cette question, nous avons croisZ les listes de-pies BEi1



en imposant une courte distance de 200 pb entre les deux pics pour les considZrer comme
communs. A ce#t distance, la moitiZ des pics FLIsont communs aux pics SPI La
recherche de motifs consensus surreprZsentZs dans les sZquences contenues sous-les pics SPI
1 et FLF1 spZcifiques par les programmes CisFinder et MEME nous a permis dOidentifier des
conensus spZcifiques clairement distincts pour-Flet pour SRIL et tres similaires ~ ceux
obtenusin vitro par les groupes de F. More@achelin, J. Taipale et de C.B. Thompson
(Ray-Galler et al., 1995, Wei et al., 2010, Mao et al., 1994). Toutefois,pmwsons observer

une diffZrence notable entre les consensus obteniso etin vivo pour FLFL. En effet, le
consensus FEL obtenuin vitro est tres majoritairement composZ dOun C en posttipar

rapport au premier G du clur GGAA. En revanche, lensensus FL:1 que nous avons
identifiZ montre une dZplZtion en C " cette position. Cette dZplZtion pourrait etre la
consZquence de la dZplZtion en doublets CG du gZnome. NZanmoins, nous ne pouvons pas

A

exclure la possibilitZ que le recrutement de-EL$ur son consensus soit sensible ~ la
mZthylation de celuii. La sensibilitZ ~ la mZthylation du recrutement de facteurs de
transcription sur leur motif consensus a Zgalement ZtZ observZ par le groupe de R.S.Y. Foo
pour 17 facteurs de transcription (Choy let2010). Des donnZes non montrZes du groupe de

C. Bonifer suggerent que FL1 est incapable dOstre recrutZe sur I0enha®®ekb du
lyzozyme quand celdi est mZthylZ ce qui en faveur dOune sensibilitZ dd Flia
mZthylation de son consensus (Leéeet al., 2003). Il faudrait dans un premier temps
dZterminer si la dZplZtion en sZquences contenant un consensLisa¥d un C est
proportionnelle ~ la dZplZtion des doublets CG dans le gZnome. Si ce nOest pas le cas, cela
supposerait une sensibilitZ 2 mZthylation du recrutement de FLI Pour tester cette

hypothese, des expZriences de retard de migration sur gel dOZlectrophorsse pourraient stre

entreprises en utilisant des oligonuclZotides contenant un motif mZthylZ ou non.



Le motif consensus idéfiZ ~ partir des pics communs correspond ~ un motif hybride
ressemblant ~ un mZlange des consensuslFétl SPi1. Cette observation peut suggZrer le
recrutement de SHI et de FLi1 sur un meme motif hybride ou alors sur leur consensus
spZcifique. LOalyae de la composition des sZquences prZsentes sous les pics spZcifiques de
FLI-1, de SPI1 ou communs aux deux facteurs nous a permis de montrer que ces deux
facteurs Ztaient recrutZs sur leur consensus respectif pour les pics spZcifiques mais Zgalement
pour les pics communs. DOautre part, nos donnZes indiquent une pression de sZlection pour les
sZquences composZes de consensu$ Et BPI1 se trouvant " proximitZ IOun de IQautre. Ces
rZsultats indiquent donc que IOexistence de genes cibles communs eFLBPI1 semble
otre plut™t la consZquence de la proximitZ de deux consensus suggZrant que les fatteurs FLI
et SPL sont recrutZs de manisre indZpendante sur la chromatine. La formation
dOhZtZrodimeres entre des facteurs de la famille ETS a AZjbgtrvZén vitro entre les
facteurs ERG et FL1 ainsi quOentre ERG et SP(Carrere et al., 1998). Il est envisageable
que FLIL et SPi1 puissent agir en hZtZrodimeres pour rZguler leurs genes cibles communs.
Dans un premier temps, il serait intZeegsde tester |Qinteraction protZique entre ces deux
facteurs par des expZriences dénsmunoprZcipitation.

Nous avons ensuite focalisZ notre Ztude sur les genes de biogenese des ribosomes
dZcrits par le groupe de J.J. Diaz (CoutZ et al., 2006). De $afprenante, nous nOavons
observZ quOune faible proportion de pics communs associZs ~ la biogenese des ribosomes
alors que le nombre de pics spZcifiques "-BRissociZs ~ ces genes est beaucoup plus
important, ce qui pourrait suggZrer que les genes dgehise des ribosomes recrutent
prZfZrentiellement SAL NZanmoins, |Oanalyse des sZquences sous ces plcsp&PI
CisFinder nous a permis dOidentifier le meme motif hybride que le motif surreprZsentZ dans
les sZquences sous les pics communs. DOautrequartavons pu montrer que la majoritZ de

ces sZquences sont composZes de deux consensuefF8PI1, soit comme les sZquences



prZsentes sous 10intZgralitZ des pics communs. Une des possibilitZs pouvant expliquer que ces
sZquences ne sont pas dZtectdas les pics communs pourrait stre quOun autre facteur de la
famille ETS pourrait reconna’tre le motif consensusELEn effet, le groupe de J. Taipale a
montrZ que dOautres facteurs reconnaissaient le meme motif corisevisias que FLH.

Une aute raison pourrait stre liZe " la faible efficacitZ dOimmunoprZcitation de I0anticorps
anti-FLI-1 qui aurait pour consZquence IOabsence de dZtection de gicpaFIMACS. Cet
explication est renforcZe par le fait que le recutement del Fdtlde SRIL sur certaines
sZquences promotrices de genes de biogenese des ribosomes que nous avons identifiZe par
ChIP suivie dOune gPCR nOa pas ZtZ identifiZ dans nos aRpik®sRpo13). Cette
observation suggere que nous s@stimons tres certainement le nhomlae pics FLI1 dans

nos analyses. Ces rZsultats favorisent plut™t IQinterprZtation que ces pics associZs " la
biogenese des ribosomes sont des pics communs et donc que les genes de biogenese des
ribosomes recrutent Fi1 et SPi1. Le groupe dOE. BarillodZveloppZ un nouvel algorithme

appelZ MICSA (Motif ldentification for ChHSeq Analyses). Ce programme permet
dOintZgrer la prZsence de consensus pour restaurer la dZtection de pics de faible
enrichissement. Il permet la dZtection des pics du facteuamketiption dOintZrst sur la base

de la prZsence de son motif consensus de recrutement. La comparaison de ce programme avec
une dizaine dOautres programmes de dZtection de picS&hl® permis aux auteurs de
montrer que MICSA dZtecte entre 15 et 20 %ide supplZmentaires par rapport ~ ces autres
programmes (Boeva et al., 2010). BasZ sur cet article, afin dOoptimiser la dZtection de pics
FLI-1, nous pourrions procZder de la meme maniere ~ partir de nos donnZes. DOautre part,
certaines des rZgions soas pics SRI associZs " la biogenese des ribosomes pourraient stre
validZes par de nouvelles expZriences de ChIP "~ partir des cellules 745A #44 avec les
anticorps antFLI-1 et antiSPF1. Si cette hypothese est confirmZe par nos analyses, ce

manque de ensibilitZ dans la dZtection des pics -ELlpourrait expliquer le faible



enrichissmement en consensus-ELét la localisation de ces consensus ~ proximitZ des pics
SPH1L.

De faeon intZressante, des expZriences de -ShtP menZes par le groupe de B.
Gsttgens "~ partir de la lignZe de cellules souches hZmatoposZtiques IBRCZgalement
montrZ quOune grande proportion de genes impliquZs dans la biogenese des ribosomes que
nous avons identifiZ recrute Zgalement les facteurd FRII-1 et ERG, un autre menede
la famille ETS (Watson et al., 2010). DOautre part, le groupe de B.J. Graves a Zgalement
montrZ dans les cellules Jurkat le recrutement des facteurs de la famille ET1S GABP
et ELK-1 sur le promoteur de genes de biogenese des ribosomes (Hod¢m@tal., 2007).

Ces donnZes suggerent que la rZgulation de la biogenese des ribosomes par des membres de la
famille ETS est une fonction gZnZrique de cette famille. Les membres de cette famille sont
issus dOun ancetre commun. La rZgulation de la bisgetles ribosomes par plusieurs
facteurs ETS pourrait rZsulter des fonctions de cet ancetre commun qui contenait le domaine
de liaison " IOADN commun aux membres des facteurs ETS. La proximitZ des consensus FLI

1 et SPI1 que nous avons mis en Zvidence @it @pt conservZe au cours de IO0Zvolution
pourrait etre la consZquence de la nZcessitZ de cet ancetre ~ agir en homodimeres ou en
hZtZrodimeres pour rZguler ses genes cibles comme le fait par exemple le facteur TEL, un
membre de la famille ETS (Green et aD10).

De fason intZressante, les pics SPdont retrouvZs prZfZrentiellement proches du +1 de
transcription. DOautre part, meme si une majoritZ de pics se trouve dans le corps du gene, cette
majoritZ nOest pas aussi franche que pour des genes pasaad &t retrouvZs ~ proximitZ de
pics SPil. Ces rZsultats suggerent que 3Pt FLF1 pourraient etre recrutZes sur le
promoteur proximal de ces genes de biogenese des ribosomes de fason plus frZquente que

pour dOautres genes. Cette suggestion estre&ef@ar les rZsultats du groupe de J. Taipale



qui a montrZ que les pics communs aux facteurs de la famille ETS sont retrouvZs
prZfZrentiellement dans les promoteurs (Wei et al., 2010).

Enfin, nous avons testZ 10effet de IODHMBA sur IQOexpression dedegeiwsenese de
ribosomes se trouvant ~ proximitZ des pics-$RIOapres nos analyses de transcriptome des
cellules 745A #44 dZj" disponibles dans IOZquipe. Nous avons filtrZ nos donnZes sur la base
dOune -palue infZrieure ~ 5 %. Seuls 12 genes de biegendes ribosomes rZgulZs de
maniere significative par IDHMBA sont retrouvZs ~ proximitZ de pics1SPle maniere
frappante, plus de 90 % de ces genes sont rZprimZs par IOHMBA ce qui est cohZrent avec les
rZsultats dZj” obtenus dans le papier MCB (AnrBx&ontrairement aux 11 autres genes, le
gene Rps6kaSest surexprimZ en prZsence dOHMBA. DOautres genes non associZs "~ un pic
SPE1 " proximitZ sont Zgalement activZs par IOHMBA comme par exemple MPP6 (donnZes
non montrZes). La rZgulation de ces genedeeua question de dZterminer si la rZgulation
de ce type de gene implique des particularitZs par rapport ~ ceux rZprimZs par les facteurs
ETS. Des particularitZs de sZquences ont ZtZ mises en Zvidence pour les promoteurs de genes
codant les protZinesbosomiques pour lesquels la surreprZsentation en consensus pour le
facteur ETS GABP peut stre associZe ou non " la prZsence dOune bo”te TATA (Perry, 2005)
ou encore pour les promoteurs de genes de snoARN (Preti et al., 2010). LOanalyse des rZgions
rZgulatices de ces genes se rZvele otre intZressante pour rZpondre " cette question.

Ces rZsultats soulignent Zgalement quOune grande proportion de genes de biogenese des
ribosomes associZs ~ un pic SPlne prZsentent pas une rZgulation par IOHMBA
statistiquemet significative. Cette absence de significativitZ pourrait stre la consZquence de
IOabsence de rZgulation ou alors dOun manque de fiabilitZ des donnZes de transcriptome dont
nous disposons. Des analyses de RB&4Y pourraient stre envisagZes ~ partir dOADNS
cellules ZrythroleucZmiques en absence ou en prZsence des factelirst k1. Ces

analyses consistent ~ sZquencer massivement les ADNc des cellules dans chaque condition.



Ces analyses prZsentent le double avantage dO-tgZmamique contraireemt ~ nos

donnZes de transcriptome qui ne couvrent que 2/3 du gZnome.



CONCLUSIONS

En conclusion, par rapport aux questions que je mOZtais posZes au dZpart, jOai pu
montrer (1) que la protZine Flllendogene contribue " la fois anaintien de la prolifZration,
de la survie et du blocage de la diffZrenciation des cellules ZrythroleucZmiques NN10
surexprimant~li-1, (2) que les facteurs SRlet FLIF1 contribuent de maniere additive au
phZnotype des cellules ZrythroleucZmiques 7458xptimantFli-1 et Spil, (3) que ces
contributions additives sont associZes " la dZrZgulation de genes cibles directs communs ~ ces
deux facteurs dont une grande proportion est impliquZe dans diffZrentes Ztapes de la
biogenese des ribosomes, (4) que éerutement de SHI et de FLI1 sur des sZquences
communes y compris celles ~ proximitZ des genes de biogenese de ribosomes est la
consZquence de la proximitZ conservZe au cours de I0Zvolution des consdnstuSPL1
spZcifiques, (5) que la dZplZtide FLF1 et de SRIL conduit ~ une rZduction de la biogenese
des ribosomes et (6) que la dZplZtion de-Fet de SRIL nOinduit pas une voie de stress
ribosomique classique conduisant ~ la stabilisation consZcutive de p53.

En revanche, jOai pu mettre efid@&nce la contribution de la protZine ribosomique
RPL11, mZdiateur dOun stress ribosomique, dans la diffZrenciation des cellules 745A. Ce
dernier rZsultat ouvre de nouvelles perspectives quant ~ la possibilitZ dOune voie de stress
ribosomique alternativeé p53 qui pourrait contribuer aux effets de I0absence dé Et.de
SPH1 dans la transformation du lignage Zrythrocytaire.

Enfin, les donnZes dont nous disposons nous permettront dOidentifier dOautres genes

cibles directs communs ~ F et © SPi1.



MATfRIEL ET MfTHODES

|- Vecteur dOexpression de shARN de sZquence alZatoire

Le vecteur pGJ10 permettant IOexpression inductible par la doxycycline des shARN
possede un promoteur H1 modifiZ contenant la sZquence opZrateur TetO2 qui peut etre
rZprimZ pata fixation de la protZine bactZrienne TETR. Le fonctionnement de ce promoteur
est dZcrit sur la figure 16. Ce vecteur a ZtZ amplifiZ ~ partir du vecteur pTER (Van de
Wetering et al, 2003). Il contient deux sites uniques de coupure dOendonuclZases de
restiction Bglll et Notl permettant IQintroduction dOoligonuclZotides codant des shARN ainsi
quOun gene de rZsistance au G418.

Pour construire le vecteur pGJ10/shSCR, deux oligonuclZotides spZcifiques ont ZtZ
dZnaturZs pendant 10 minutes ~ 100 jC puis appa0Zminutes ~ tempZrature ambiante. Ils
ont ensuite ZtZ ligaturZs dans le vecteur pGJ10 prZalablement digZrZ par les endonuclZases
Bglll et Notl. Les sZquences des oligonuclZotides wisgont les suivantes 50
GATCCCACAAGATGAAGAGCACCAATTCAAGAGATTGGTGCTCTTCATCTTGTTT
TTTGGAAA -30 et 50 GGCCTTTCCAAAAAACAAGATGAAGAGC

ACCAATCTCTTGAATTGGTGCTCTTCATCTTGTGG30



[1- Culture cellulaire

A) Les clones dZrivZs de la lignZe ZrythroleucZmique NN10

1- Description des clones et de leur condition de culture

La lignZ ZrythroleucZmique NN10 est une lignZe obtenue " partir de souris infectZes
par le virus FMuLV du complexe de FrienfChoppin et al., 1985Starck et al., 1999Elle a
ZtZ cultivZe dans du milieu IMDM (PAA) contenant 1@I68VF (PAA) et 10000 U / L d
pZnicillinestreptomycine (PAA).

La lignZe NN10O/TR est une lignZe NN10 produisant de maniere stable la protZine
bactZrienne TETR. Elle a ZtZ obtenue par Ga‘tan Juban apres transfection de la lignZe NN10
par le vecteur pcDNAG/THEF1 qui apporte le genealrZsistance " la blasticidine

Les lignZes NN10 #5, shifi #10 et shfi2 #23 sont trois lignZes NN10 prZsentant une
expression inductible par la doxycycline de 2 shARN diffZrents dirigZs contre IDARNm du
gene fli-1. Elles ont ZtZ obtenues par Ga‘tanalulapres transfection de la lignZe NN10/TR
par les vecteurs pGJ10/shlli(NN10 #5) et pGJ10/shHi (shfli-2 #10 et #23)jui apportent
le gene de rZsistance au G418 (Juban et al., 2009).

Les lignZes NN10 #3B10, NN10 #3E9 et NN10 #1C6 sont trois lignZes) NN
prZsentant une expression inductible par la doxycycline dOun shARN de sZquence alZatoire.
Elles ont ZtZ obtenues apres transfection de la lignZe NN10/TR par le vecteur pGJ10/shSCR.

La lignZe bel #22 est une lignZe NN10 prZsentant une expression ibidusar la
doxycycline de shARN dirigZs contre IDARNm du dhn& et une expression constitutive du
gene codant la protZine aspoptotique BCE2. Elle a ZtZ obtenue apres transfection de la

lignZe NN10 #5 par le vecteur dOexpression dulgp2 human placZ sous le contr™le du
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promoteur du cytomZgalovirus (donnZ par M. Moulin de IOZquipe dOA.P. Arrigo au CGMC,
Villeurbanne) et le plasmide pcDMATO (Invitrogen) portant le gene de rZsistance ~ la
zZocyne dans un rapport 3/1 en faveur du vecteur éSsioprdécl-2.

Toutes les lignZes transgZniques dZrivZes " partir de la lignZe NN10 ont ZtZ cultivZes en
prZsence du ou des antibiotiques qui ont permis leur sZlection, ~ saveig/®Q de
blasticidine (Cayla) et/ou 1 mg/mL de G418 (PAA) et/ou 4@@mL zZocyne (Cayla).
LOexpression des shARN a ZtZ induite gr¥%.ce ~ un traitement de 2 jours par 100 ng/mL de

doxycycline.

2- Mesure de la mortalitZ cellulaire

Le taux de cellules mortes a ZtZ dZtermp@Zcomptage apres dilution au demi de la
suspension cellalre dans une solution de bleu trypan (Sigma Aldrich).

Le taux de cellules apoptotiques a ZtZ dZterminZ par cytomZtrie de flux (FACSCalibur,
Becton Dockinson) apres un marquage rZalisZ gr¥e.ce au kit Ann&HTC Kit selon les

recommandations du fournes (AbCys).

3- Mesure de la diffZrenciation Zrythrosde

Le taux de cellules produisant de IOhZmoglobine a ZtZ dZtapmsm£olorationen

prZsence de benzidine acide (1 volume de culture cellulaire mZlangZ ~ 1/10 de volume de

Benzidine 1 % / Acide AcZtigu0,5 M / 5 % HO,).



4- Transfection des cellules NN10

La transfection des cellules NN10 avec les diffZrents plasmides sQest faite soit avec du
Fugene 6 (Roche, 3L de FUGENE 6 pour 1ug ADN) soit par nucleofection en utilisant le
kit Nucleofection kitsolution V (Lonza) et le programme G16 du nucleofector AMAXA
selon les recommandations du fournisseur fcgélules transfectZes ave@d ADN).

La transfection des cellules NN10 #5 avec les siARN a ZtZ rZalisZe par nucleofection en
utilisant le kit Nuckofection kit Solution V (Lonza) et le programme G16 du nucleofector
AMAXA selon les recommandations du fournisseur. 2ddlules sont transttZes avec 120
pmoles de siARNet ensemencZes dans 1 mL dOIMDM contenant 10 % de SVF sans

pZnicillinestreptomyine.

B) Les clones dZrivZs de la lignZe 745A

1- Descrption des clones et des condisode culture

La lignZe ZrythroleucZmique 745&ommunZment appelZe MEkst une lignZe
obtenue " partir de souris infectZes par le virus SFFV du comgexaiend(Starck et al.,
1999) Elle a ZtZ cultivZe dans du milieu IMDM (PAA) contenant 10 % SVF (PAA) et 10000
IU / L de pZnicillinestreptomycine (PAA).

La lignZe 745A/TR est une lignZe 745A produisant de maniere stable la protZine
bactZrienne TETR. & a ZtZ obtenue par Ga‘tan Juban apres transfection de la lignZe 745A
par le vecteur pcDNAG/THEF1 .

Les lignZes 745A #44, shili #1 sont deux lignZes 745A prZsentant une expression

inductible par la doxycycline de 2 shARMiffZrents dirigZs contre IOARNdu genefli-1.



Elles ont ZtZ obtenues par Ga‘tan Juban apres transfection de la lignZe 745A/TR par les
vecteurs pGJ10/shili (745A #44) et pGJ10/shill (shfli-2 #1) (Juban et al., 2009)

Les lignZes 745A #1A1, 745A #1D10 et 745A #1F8 sont trois lighZeA prZsentant
une expression inductible par la doxycycline dOun shARN de sZquence alZatoire. Elles ont ZtZ
obtenues apres transfection de la lignZe 745A/TR par le vecteur pGJ10/shSCR.

La description du clone znfli #11 ainsi que ses conditions de adtwnt ZtZ dZcrites
par notre Zquipe (Starck et al., 1999).

Toutes les lignZes transgZniques dZrivZes ~ partir de la lignZe 745A ont ZtZ cultivZes en
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prZsence du ou des antibiotiques qui ont permis leur sZlection, ~ saveig/@Q de
blasticidine (Caylpet/ou 1 mg/mL de G418 (PAA). LOexpression des shARN a ZtZ induite

gr%oece ~ un traitement de 2 jours par 100 ng/mL de doxycycline.

2- Induction de la diffZrenciation Zrythroede

La diffZrenciation Zrythroede des lignZes transgZniques issues de la lignZa Z¥5A
induite gr%.ce " un traitement des cellules par 5 mM dOHMBA. Lors de toutes les expZriences,
les cellules ont ZtZ cultivZes pendant deux jours en prZsence ou en absence de 100 ng/mL de
doxycycline avant le traitemenaplOHMBAet la doxycycline a Ztmaintenue pendant toute

la durZe du traitement.

3- Mesure de la clonogZnicitZ

Les cellules ont ZtZ cultivZes pendant deux jours en absence ou en prZsence de

doxycycline puis 4 lots de 50 cellules ont ZtZ ensemencZes dans 1 mL de milieu IMDM



contenant 10 %le SVF et 0,8 % de methylcellulose (Fluka) dans une plagque 24 puits. Les
colonies ont ZtZ comptZes apres cing jours de culture.

4- Analyse du cycle cellulaire

1.1¢ cellules ont ZtZ lavZes par du PBS 1X puis fixZes et permZabilisZes pendant au
moins 30 mintes dans du PBS 1X / Ethanol 70 %. Apres un nouveau lavage au PBS 1X, les
ARN ont ZtZ digZrZs par 5§ / mL de RNAse A (Sigma) pendant 30 minutes ~ tempZrature
ambiante, puis les cellules ont ZtZ marquZes pag 56nL dOiodure de propidium (Sigma).
La rZpartition des cellules dans les diffZrentes Ztapes du cycle cellulaire a ensuite ZtZ

dZterminZe par cytomZtrie de flux (FACSCalibur, Becton Dickinson).

5- Transfection des cellules 745A

La lignZe 745A a ZtZ transfestbit ~ [Oaide du DAC30 (Eurogent5 pg de DAC30
pour 1pg dOADN) soit ~ IQaide du nucleofector AMAXA avec le Nucleofection kit Solution
V et le programme G16 selon les recommandations du fourni@senza, 5.10 cellules
transfectZes avecsy dOADN).

La transfection des cellules 745A #Z&wec des siARN sQOest faite ~ I0aide de
|Ooligofectamine (Invitrogen). 2°1€ellules sont ensemencZes dans une plaque 24 puits dans
800uL dOIMDM contendrl0 % de SVF sans antibiotigeeincubZes ~ 37 jC. 80 pmoles de
siARN sont mis en prZsence de 185 dOIMDM sans SVF et sanstihiotique pendant 5
minutes ~ tempZrature ambianteu# oligofectamine sont ensuite ajoutZs. Le mZlange est
incubZ pendant 20 minutes ~ tempZrature ambiante puis ajoutZ aux cellules. Les sZquences
sens des SIARN utilisZs sontles suivantes SiIARN p53 (Dharmacon)

GAAAGGGCAGUCGGAAGAAAUTT (SIARN Rpl24),
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CGUACGCGGAAUACUUCGATT (siARN Lucy CGUCCAAUGCAUGACUAUUU

(SIARN Spil) ; AAGGUGCGGGAGUAUGAGUWGTT (SIARN Rpl11).

[l - Western blot

Les cellules ont ZtZ lysZes directemensahnbleu de La‘mmli 1X [1 % SDS0,04 M
TrissHCI pH 6,8; 6 % GlycZrot 0,003 % Bleu de BromophZnol0,015 M §
mercaptoethanol (1Q0L pour 10 cellules] pendant 5 minutes ~ 100 C. Les lysats protZiques
ont alors ZtZ dZposZs sur un gel 10 %-BBSE ¢ les protZines transfZrZes sur une
membrane de nitrocellulose (Perkin Elmer) qui a ensuite ZtZ bloquZe 20 minutes dans une
solution de blocage (0,01 M T+8CI ph 7,6; 0,3 M NaCl; 0,1 % Tween 20 10 % lait en
poudre). La membrane a ZtZ incubZe perdiant heures en prZsence dOun anticorps primaire
puis elle a subi 3 lavages de 10 minutes dans une solution de rineage (0,01:-MCITpBl
7,6; 0,3M NaCl; 0,1 % Tween 20). Apres une incubation de 1 h en prZsence dOun anticorps
secondaire couplZ ~ la penmlase et 3 nouveaux lavages, la membrane a ZtZ rZvZIZe par
chemiluminescence gr¥%.ce au Kit Western LightiRtus ECL (Perkin Elmer).

Les anticorps primaires utilisZs sont les suivarslyclonal de lapin anffLI-1
(dilution 1/200™¢, s¢356, Santa Cry Figures 17, 21 et 24)polyclonal de lapin andFLI-1
(dilution 1/500™¢, ab15289500, AbCAM, Figure 20) polyclonal de moutoranti-FLI-1
(dilution 1/500™, F0176, Sigma, Figure 35)monoclonal de souris arb3 (dilution
1/100™¢ (745A #44), diltion 1/500™ (NN10 #5), s€99, Santa Cruz)monoclonal de souris
anti-actine § (dilution 1/20000°, MAB1501R, Millipore); polyclonal de lapin aniRPL24
(dilution 1/1000™, SAB1100502, Sigma) polyclonal de lapin andiRPL11 (dilution

1/1000™¢, ab79352, AbCAM); monoclonal de souris anBRB2 (dilution 1 / 200", sc
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17813, Santa Cruz)polyclonal de lapin an$PF1 (dilution 1/200™, s¢352, Santa Cruz)
polyclonal de lapin aERK (dilution 1/1000", s¢93, Santa Cruz) monoclonal de souris
anti-BCL-2 (dilution 1/200"°, s¢7382).

Les anticorps secondaires utilisZs sont les suivgay/clonal de chevre anligG de
souris ou de lapin (dilution 1/5008, Biorad); polyclonal de singe antg§G de mouton

(dilution 1/5000™, A3515, Sigma).

V- RT-PCR quantitative

LOARN total de cellules a ZtZ extrait gr%oce au kit RNeasy Plus Mini ou Micro
(QIAGEN). LOARN total a ensuite ZtZ rAtemscrit pendant une heure ~ 37 jC gr¥%oce ~ des
hexameres de sZquence alZatoire dans un volume final gé& 20rntenant 200 unitZs de
ReverseTranscriptase du virus MLV (Invitrogen). Les ADNc ont ZtZ quantifiZs par PCR
guantitative gr%.ce au kit Light Cycler 480 SyBR Green | Master (Roche) sur un
thermocycleurMx3000p (Stratagene) en utilisant les couples dOolittntides prZsentZs

dans le tableau @essous



ARNmM OligonuclZotide sens OligonuclZotide antisens
Rpl24 GTGAGTCAGCATTCCTTTCC CCAGTGATGGCTCGTTGGAA
Rpl11 TCCTTTGGCATCCGGAGAAA CCCAGGTCAATGTGTTCTTG
P53 TCCCGAGTATCTGGAAGACAGG CACAAACACGAACCTCAAAGC
Ddx21 GAAAAGGAAATACCTGTGGAGCAG CCGCATTCGTTCAATCTGACC
Imp4 TTCAGGAGAAGAAGGAGCGAGTC GCAAACATTTTCAGGCGAGAAC
Nhp2L1 GCGTTTCAGTCCCTCTTGAGTG TGATGGTAACAGAACAGGCGATG
Nip7 TTACCAAGACCCACAAGTTCCG CATACAAGAAGGACTGCTCTGCTCC
Nol6 TTCCACTCCACCTTGCTTCG CAGCCCGTCTTTGTCCTGARAG
Nolcl TTCCCAGCGACCTTTATCCCTTG TTGGTGGACCTGTTGAGCCAAAG
Npm1l CCTGTGGTCTTACGGTTGAATG GCATTTTTGGCTGGGGTATAC
RpL18 GATGTGCGGATTCTGGAAGTC GGGTTAGTTTTTGTAGCCTAGCTG
Rpol-3 TCGGTGGTTTCTTCCTTCCGC TTCCTCTCGCCTTCAGCCATG
Globine CTGGGGAAGACAAAAGCAAC GCCGTGGCTTACATCAAAGT
alpha
b-actin TGGGAATGGGTCAGAAGGACTC CTGGGTCATCTTTTCACGGTG
ARNTr CGGCTACCACATCCAAGGAA GCTGGAATTACCGCGGCT
18S
Snhgl CTGGTGACAAATCTCAGGCATITC CAAGTATGGCACTGCTAACAGAACC
Snrpb TGGGCAAGAGCAGCAAGATG AAGCAACACCAGACCAAGGACTC
Eifagl TGTGTCGTAAGTTCTTCCTGGG CATCAAAGGTGGTCTTCCATIGC
Gnb2L1 CTGAGTGGCTTTGCTGAAATCC CGAACCAACTTACACAGAAACGG
Tcpl GACATTGTTCCTGGTGCCTRATG CATGCCTTTAATCCCAGCACIC
Hspa8 CTGTAAGATTCGCTGTGATATGG TCAATACCAAGGGAAAGAGGAGTG
ARNTr 45S CTCTTGTTCTGTGTCTGCC CCCGCTGGCAGAACGAGAAG
Globine GCACCTGACTGATGCTGAGA CTGGGTCCAAGGGTAGACAA
beta
majeur
Fli-1 total CAACCAGCCAGTGAGAGTCA GTTCGTTGGTGGTCATGTTG

Les signaux spZcifiqgues pour chaque ARNm sont normalisZs sur les signaux pour

IOARNTr 18S (Tablediiet6) ou IOactine § (autres figures).

V- ImmunoprZcipitation de la chromatine

4.10 cellules sont fixZes pendant 15 minutes ~ tempZrature ambiante en ajoutant 1 % de
formaldZhyde directement dans le milige culture La fixation est stoppZe par I0addition de
0,125 M de glycine suieide deux lavages dans du PBS 1X froid. Les cellules sont ensuite
resuspendues dans du tampon de lyse (50 mMHRIs[pH 8,1]; 10 mM EDTA; 1 %
SDScontenant 1/20 dOun cocktail dOinhibiteurs de protZases sans EDTA (Roche)) puis la

chromatine est fragmentZe ddasglace 3 fois 2 minutes par sonication (Vibra Cell 72405
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sonicator, Bioblock). La taille des fragments dOADN fragmentZs est mesurZe ~ cette Ztape en
dZposant IOADN sur un gel dOagarose 1 % (environ 500 pb). Les prZparations de chromatine
fragmentZe (coespondant ~ 8.10cellules) ont dOabord ZtZ diluZes dans 10 volumes de
tampon de dilution (16,7 mM Tris [pH 81,2 mM EDTA; 167 mM NaCl, 1,1 % Triton X

100, 0,01 % SDSontenant 1/20 dOun cocktail dOinhibiteurs de protZases sans EDTA
[Roche]) puistlarifiZespar IOaddition de 0 de billes dOagarose couplZes " la protZine A et
bloquZes par de IOADN de sperme de sa@inda la BSA(Upstate) pendant 1 h ~ 4 {C sur

roue tournante. 12QL de chromatine esalors prZlevZe afin de constituer la fractioonn
immunoprZcipitZeADN ClnputE). Les immunoprZcipitations ont ZtZ rZalisZes par |Oajout de
3 nug dOanticorps pendant la nuit ~ 4 jC sur roue tournante (les anticorps utilisEs sont
suivants. polyclonal de lapin antrLI-1 (s¢356, Santa Cruz ou &t5-289-500, AbCAM);
polyclonal de lapin anisPFL (se352, Santa Cruz) polyclonal de lapin arUBC9 (se

10759, Santa Cruz)polyclonal de lapin an{p27 (se776, Santa Cruz)). 2QL de billes
dDagarose couplZes " la protZine A sont ajoutZes aux 20mimdnoprZcipitations et
IOincubation est poursuivie 1h30 ~ 4 {C sur roue tournante. Les billes sont lavZes six fois dans
les tampons suivants (incubation de 2 minutes dans la glace entre chaque: ldeagédbis

dans B0 pL dans du tampon faiblement ac@mtrZ en sel (20 mM Tris [pH 82 mM EDTA;

150 mM NaCl; 0,1 % SDS 1 % Triton %100), une fois dant mL detampon fortement
concentrZ en sel (20 mM Tris [pH:8 mM EDTA; 500 mM NaCl; 0,1 % SDS 1 % Triton

X-100), une fois dans mL detampon LCI (10 mM Tris [pH 8]; 1 mM EDTA; 1 % NR40;

1 % deoxycholate de sodiun®,25 M LiCl) et deux fois dans mL detampon TE (10 mM

Tris [pH 8]; 1 mM EDTA). Entre les deux lavages avec le tampon TE, le tube eppendorf est
changZ afin dOZliminer la chreima spZcifiquementdsorbZe sur les parois du tube. La
chromatine est ensuite ZluZe deux fois par IOaddition ge 2B0tampon dOZlution (100 mM

NaHCO3; 1 % SDS) et une incubation pendant 15 minutes ~ tempZrature ambiante sur roue



tournante. La fixatin est ensuite reversZe par une incubation de 4 h ~ 65 jC. LOADN est

finalement traitZ par la protZinase K pendant 1 h ~ 45 {C puifiZ avec duphZnol

chloroforme et enfin prZcipitZ par I0isopropanol. Les ADN immunoprZcipitZsA@Nes

CinputE sont quantifiZs par PCR en temps rZel en utilisant le kit Light Cycler 480

SYBRgreen Master | (Roche) et les couples dOoligonuclZotides prZsentZs dans le-tableau ci

dessous

Gene Forward Primer Reverse Primer

Ddx21 TGCGGAAGTGACGAATAGGC ATTCAGCAGCAGCTTCTCAGGC
Imp4 GAATCCGATGGCTACCAAAAGTC TCACGAGTCCCAACTCTTCTGG
Nhp2 GGTGAAAATCCAAATCCCGTG TCTTAGCAACTACAACTCCGTICCC

Nhp2L1 AGGAAAAAGGAGCGGAAATCAC ACATCCAAAGATGACTTCAGCACTC
Nip7 CGCAAAGATCACGGAGAATTAGG CGGGTCTCTTCTTCAGTCAAGG
Nol6 CACAAAACCCCATCACACCG AAGGTCCGCCGTTTACAGC
Nolcl CAGTAGGAAGAAGCCCATTCAGC GGGAGGAGAGACCCAGACTAAATC
Npm1l GTCCTTTCCTTGGCGTGATTC ATATCCATCGAGTCTTCCATGAGG
Rcll GGTGTCTAGTCGCTCTGTCTTCCTG AATCCTGCGGATCTTGACCG
RpL18 ATAGAGTGTCCCGCATTGCG TCAGCGAGCTTACCATGATGG
Rpol-3 TCATCCGCTTCTTCCGTCG GCTCCTGATCGTCTTCCATCG
Snhgl TACCCGCAGTGAGTAAGAACCG CCCGAACAAGGAAAAATGAGG
Snrpb AAAGTCTCCGCTGGAGTGCTTG GCATGAGGGTGTGCATATACCTG
Hspa8 CGAGCGTTCTGGCTCTTCATTAG GACGACGAGACCACACAAATGC
Gnb2I1 AGGTTGCGTGGCAGAAGAAAC TGGAGAAAAAGAAAGAGCGGC
Tcpl ACTAACAAGCTCCCTGGTGCTG ACGCTGGGTCAACTAGAGACAGTAG

Les oligonuclZotides utilisZs pour amplifier le promoteurgdedh et les rZgions

HS129k et HS153k (locus @gobine alphd ont ZtZ publiZs dans IQarticle suivamtguitaet

al., EMBO J. 2004 23 (14) 28432,
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VI - Fractionnement des ribosomes

Les cellules 745A #44 ont ZtZ cultivZes pendant deux jours en prZsence ou en absence
de doxycycline puis leur diffZrenciation a ZtZ induite par I0ajout de 5 mM dOHMBA deux
jours avant IQanalyse. En parallele, les cellules 745A #4ZtdntultivZes en prZsence de 5
ng/mL dOActD 36 h avant analyse. 90d@celluleont ZtZ lavZes deux fois dans du PBS 1X
froid puis lysZes la nuit ~ 4 {C sur balancelle dans 2,1 mL de tampon de lyse (2 mM Tris [pH
7,4]; 10 mM MgCh; 25 mM KCI; 0,5 % NP-40; 5 mM DTT; 200 U / mL RNAseOUT
(Invitrogen):; 1/10™ dOun cocktail dOinhibiteurs de protZases sans EDTA [Roche]). Les
cellules sont ensuite soniquZes 10 fois 30 secondes en positionadéGdn temps de repos
de 30 secondes entre chaque cycle atgcation (Bioruptor ™ NextGen Diagenode). Les
membranesellulaireset les mitochondries sont ensuite ZliminZes par une centrifugation
12000 g pendant 15 minutes ~ 4 C. lgsatscellulaires sontdZposZsur 1 mL de coussin de
sucrose 1M (3,5 g suge; 10 mM KCI; 5 mM MgCh; 50 mM Tris [pH 7,4]) puis
ultracentrifugg 2 h ~ 75000 rpm " 4 iC (OptiM¥ MAX-XP Ultracentrifuge, Beckman
Coulter ). Le culot correspondant aux ribosomes est repris dans du tampon lyse. Le
surnageant est resoumis ~ une ndleveltracentrifugation 2 h ~ 75000 rpm " 4 iC. 20Q du
surnageant (Zquivalent "~ 5,8%1@ellules) est prZcipitZ par |Oajout de 20 % dOacide
trichloroacZtique et incubZ pendant 10 minutes dans la glace. Il est ensuite centrifugZ pendant
10 minutes "~ 1380 rpm ~ 4 {C puis le culot est lavZ 2 fois avec de IOacZtone froide. Apres
une nouvelle centrifugation, le culot est sZchZ sous hotte chimique puis repris flarge20
bleu de La‘'mmli 4X et enfin bouilli 5 minutes. Le volume de ribosomes correspondant au
meme nombre de cellules que le surnageant est prZlevZ et complZtZ avec du bleu de La‘mmli

4X puis bouilli pendant 5 minutes. Le tout est dZposZ sur un gelP8BE 10 %.



VIl - ChIP-Seq

1- Obtention de la chromatine Kl

Les cellules NN10 #5 et les cdls 745A #44 ont ZtZ cultivZes pendant deux jours en
absence ou en prZsence de doxycyline. Pour obtenir 20 ng de chromatlnéarttiromatine
issue de 10 ChIP rZalisZs ~ partir de 8.t@llules NN10 #5issues de trois cultures
indZpendantest 8 ChiPgZalisZs " partir du meme nombre de cellules 745A i4des de
deux cultures indZpendantasZtZ cumulZe selon le protocole dZtaillZ dans la partie V en

utilisant les solutions et les billes du kit Chromatin Immunoprecipitation Assay (Millipore).

2- SZqueneage des chromatines

Toute la partie sZqueneage a ZtZ prise en charge par le CNS. Les chromatines ont ZtZ
amplifiZes avec le kit SOLID ChiBeq (Applied Biosystem) selon les recommandations du
fournisseur. Une fois traitZes, les chromatines onsZgiencZes avec |Oappareil SOLID v3

(Applied Biosystem).

3- Alignements des sZquences sur le gZnome

LOalignement des sZquences sur le gZnome de rZfZrence mm9 a ZtZ pris en charge par le

CNS. lIs ont utilisZ le programme BFAST v06.4c. dZveloppZ parolgpe de S.F. Nelson

(Homer et al., 2009).



4-  DZtection des pics pour le programme MACS

Une fois les sZquences obtenues et alignZes, les pics ont Ztz déftadifsant la
version 1.4 du logiciel MACS (Zhang et al., 2008) soit ~ partir cmsditionspar dZfaut de
limitation de mZsapparieme@ihm5), soit en nOautorisant quOun seul mZsappariement (mm1)
soit aucun mZsappariement (mmoO). Le fichier contr™|e utilisZ dans nos analyses est le fichier
correspondant aux sZquences obtenues " partir de la ¢climeman immunoprZcipitZe. Les
paramstres par dZfaut ont ZtZ utilisZs exceptZs les paramstres bw (taille des fragments) qui a
ZtZ fixZ ~ 500 pb et mfold (model fold) qui a ZtZ fixZ ~ 5,15 pour le-SePFL}IL dans les

cellules 745A #44.

5- Croisement desdtes de pics

Le croisement des listes de pics obtenues par MACS a ZtZ rZalisZ ~ 10aide deux
programmes dZveloppZs par C. Deschamps (PRABI, Villeurbanne). Le programme
ChIPSeq_Peak permet " partir dOun fichier MACS dOextraire les coordonnZes de chaque pic
sous la forme €hromosome sommet du pi€&. Les deux fichiers gZnZrZs par ChIPSeq_Peak
sont ensuite traitZs par le programme ChlPSeq_Results pour lequel une contrainte de distance
entre les deux pics est imposZe (pour les analyses prZsentZes dansscetpiardistance
maximale autorisZe est de 200 pb entre les picsl @PIFLF1). A partir des deux fichier
ChlPSeq_Peak, le programme ChIPSeq_Results gZnere trois fichiers correspondant aux pics

communs et aux pics spZcifiques.



6- ldentification de mafs consensus associZs aux sZquences sous

les pics et localisation par rapport au pic

Les sZquences sous les pics ont ZtZ obtenues " |Oaide du Genome Browser de UCSC sur

|Oadresg®tp://genome.ucsc.edu/

LOidentifiation des motifs consensus associZs aux sZquences situZes sous les pics ainsi
obtenues a ZtZ rZalisZe " 10aide de deux programmes disponibles sur iatprogtamme

MEME disponible sur IQadresktp://meme.sdsc.edu/meme4_4_Ofintro.helle logiciel

CisFinder situZ sur IOadreb#i@://lgsun.grc.nia.nih.gov/CisFindezh utilisant les paramstres

par dZfaut des programmes.

7- Analyse de la compmition des sZquences contenues sous les pics

La recherche des motifs consensus dans les sZquences prZsentes sous les pics

A

spZcifigues ~ FL41, SP}L ou communs aux deux facteurs a ZtZ rZalisZe ~ IQaide du

programme CisFinder et IQoptioB&arch motik.

8- Association des pics aux genes se trouvant "~ proximitZ

LOassociation des pics aux genes se trouvant ~ proximitZ a ZtZ rZalisZe ~ 10aide du

programme GPAT Genomic Position Annotation Tool) disponible sur IQadresse internet

http://bips.ustrasbg.fr/GPAT/Gpat_home.htrd?veloppZ par le groupe de L. Tora (Krebs

al., 2008). Les coordonnZes du pic sont fournies au programme sous le format GFF. La



recherche des genes associZs " ces pics a Ztddaiseune distance de 5 kb de part et dOautre

du +1 de la transcriptiof.



ANNEXE 2 : REMPLACEMENT DE LA PROTfINE FLI -1
ENDOGEéNE DES CELLULES NN10 PAR UNE PROT{fINE

FLI-1 BIOTINYLfES

|- Obtention dOun clone NN10 produisant une prot&rFLI-1 biotinylZein vivo en

quantitZs Zquivalentes de la protZine FE1 endogene

A) Objectifs

Au moment de commencer ce projet, IQinventaire des sites de recrutement basZ sur le
sZqueneage nZcessitait le clonage des fragments de chromatine dans des Nt

ainsi le nombre de sZquences. COest notamment le cas dRETh(Paired End Ditags).

Cette technique consiste "~ convertir les chromatines enrichies en dimeres de sZquences
reprZsentant les extrZmitZs 50 et 30 des sZquences. Ces dimemsteamireatZmZrisZs et
placZs dans un meme vecteur. Ainsi, pour le sZqueneage dOun meme clone, cette technique
permet dOavoir |Oinformation sur plusieurs sZqueficese( S1). Cette technique a ZtZ
utilisZe pour inventorier les sites de recrutement dtede de transcription p53 dans les

cellules humaines HCT116 (Wei et al., 2006).



Fixation au ChiP ADN cible Clonage des SZqueneage du
formaldZhyde enrichi ADN ChIP ChIP-PET

Alignement des sZquences PET sur le gZnome

Singleton PET

TFBS

Figure S1 : Principe duChIP-PET (dOapres Wei, 2006)

Compte tenu du nombre de sZquences pouvant raisonnablement stre collectZ pour cette
technique, cellei permet de mesurer des enrichissements de IQordre de 53dis10Dr,

A

|Oanticorps arBLI-1 commercial que nous avons "~ notre disposition ne permet pas
dOatteindre de tels enrichissements. Il nous paraissait donc exclu de rZaliser IQinventaire des
sites de recrutement de FLIlen utilisant cet anticorps avec é&hnique de ChHPET. Afin

de remZdier ~ ce probleme, jOai tentZ de remplacer cet anticorps par le couple de tres haute
affinitZ biotine streptavidine dont nous pensions quOil nous permettrait dOatteindre des
enrichissements compatibles avec le GREPT. LOutilisation de ce couple pour des ChIPs a

ZtZ dZcrite par le groupe de V. Ogryzko (Viens et al., 2004) et permet effectivement dOobtenir
des enrichissements compatibles avec le GHHP.

JOai donc entrepris de produire une protZind FidtinylZe danges cellules NN10 et

de rZaliser IQinventaire des sites de recrutement e fdrl ChIPPET avec la streptavidine

! N+



au lieu de I0anticorps aftil-1. JOai utilisZ la propriZtZ du clone NN10 #5 dOZteindre la
quasitotalitZ de la protZine Fill endogene poutenter de la remplacer par des quantitZs
Zquivalentes de protZine FLIexogene biotinylZe capable de remplacer fonctionnellement la
protZine FU1 endogene, cOesdire de maintenir I0expression des genes cibles de la
protZine FLI1 endogene, dO-tre mretZe sur les promoteurs cibles de la protZinelFlgenes

de biogenese des ribosomes) et enfin de maintenir la prolifZration, la survie et le blocage de la
diffZrenciation des cellules NN10 en absence de protZind Eindogene. LOutilisation de
cette potZine FLI1 biotinylZe aurait Zgalement pu servir pour inventorier les partenaires
protZiques de la protZine FLIcomme cela a ZtZ rZalisZ pour le facteur de transcription

GATA-1 par le groupe de J. Strouboulis (Grosveld et al., 2@@iiriguez et al2006).

B) Obtention dOun clone NN10 produisant la protZine FL1 biotinylable

et biotinylZein vivo

1- DZstabilisation de la protZine FlIpar I0Ztiquette placZe ~

IOextrZmitZ @rminale

Afin dOobtenir ce clone NN10 produisant la protZinelrhibtinylZe jOai construit des
vecteurs dOexpression de la protZine-IFlilisionnZe en @rminal ~ un peptide de
biotinylation reconnu par la biotine ligase BirAEIColi soit ~ partir dOun promoteur
constitutif EF1 (vecteur pEF/FHLBio) soit ~ partir dOun prometeCMV inductible par la
doxycycline (vecteur pcDNATO/Fli-1Bio). LOADNc de cette protZine, reprZsentZ de
maniere schZmatique sur la figure S2A, porte deux mutations silencieuses au niveau de la
sZquence reconnue par les shARN produits dans les cellNi#8 #5, rendant insensible

IOARNM produit ~ IOaction de ces shARN. En parallele "~ ces vecteurs, nous avons Zgalement



fait produire un lentivirus permettant la coexpression de cette protZink #&ldc la biotine
ligase BirA d@.Coli (pTRIP/FIF1Bio/BirAGFP). La figure S2B reprZsente de manisre

schZmatique les diffZrentes constructions.

A

Mutations silencieuses au niveau de la
sZquence reconnue pasteARN

B Production de la

protZine FLI-1 exogene
pTRIP/FIli-1Bio/BirA .
IREY BIrA

pcDNA4/TO/Fli-1Bio

pEF/Fli-1Bio

- + DOX

— f1

Figure S2 : Remplacement de la protZine FLI-1 des cellules NN10 #5 par une protZine FLI-1 exoge
biotinylable in vivo

A : ReprZsentation schZmatique d&DIKic de la protZine FLI-1 fusionnZe €nterminalau peptide de
biotinylation (B) reconnu par la biotine ligagrA. CetADNCc porte deux mutations silencieuses au nive
de la sZquence reconnue par $&#\RN produits dans les cellules NN10 #5 rendant ainsi insen:
IOARNM codant cette protZine ~ la dZgradation pashe’N

B : ReprZsentation schZmatique des diffZrentes constructions utilisZes pour produire la protZii
biotinylable dans les cellules NN10 #5 et le promoteur sous lequel est plaiiéci@e cette protZine. -
Absence de production de la protZine Flbidtinylable

C : Analyse par Western blot du taux de protZine FLI-1 dGusicloneNN10 #5 obtenu apregsansfection
avec le vecteur au promoteur CMV traitZ (puits 2) ou non (puits 1) par la DOX pendant deux jours.



JOai donc infectZ ou transfectZ les cellules NN10 #5 avec ces constructions dans le but
dOobtenir des clones stables. Cependant, aucun des clones oOxprémait la protZine
FLI-1 exogene biotinylablén vivo. La figure S2C montre un exemple de clone caractZristique
de 1Oensemble des clones obtenus. Cette figure montre quOen prZsence de DOX, la protZine
FLI-1 totale est rZduite et aucune bande correpur la protZine FL=IL exogene nOappara’t.

Afin de comprendre pourquoi la protZine FLlexogene nOest pas produite dans les
clones que jOai obtenus, jOai transfectZ de maniere transitoire les cellules HEK humaines
nOexprimant pas FILl soit avec le veeur pEF/Fl1Bio soit avec le vecteur dOexpression
dOune protZine Flllexogene portant le meme ADNc que la protZine-Elbiotinylable mais
qui nOest pas fusionnZ "~ la sZquence codant le peptide de biotinylation (pEF/flishmut).
LOexpression de cet ADNd €galement dirigZe par un promoteur ERIOai alors mesurZ le
taux de protZine FEL1 produit par ces deux vecteurs par Western blot. Les rZsultats sont
prZsentZs sur la figure S3A. Comme nous pouvons IQobserver, la transfection des cellules
HEK par le veteur pEF/flishmut conduit ~ la production de la protZine-ELEn revanche,
meme si la protZine FEL est produite apres transfection des cellules HEK par le vecteur
pEF/FlF1Bio, le taux de protZine Fl est tres nettement infZrieur ~ celui produit gar

vecteur pEF/flishmut.
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Figure S3 : DZstabilisation de la protZine FLI-1 par une Ztiquette placZe ~ |QextrZmitZ
Terminal

A : Analyse par Western blot de la production de la protZine FLI-1 exogene rZvZIZe avec un a
anti-FLI-1 dans les cellules HEK naransfectZegPuits 1) ouransfectZeavec le vecteur dOexpressi
dOune protZine FLI-1 non ZtiquetZe (vecteur a; Puits 2) ou dOune protZine ZtiquetZe ~ Be:
Terminalpar le peptide dbiotinylation (vecteur b ; puits 3).

B : Analyse par Western blot de la production de la protZine FLI-1 exogene dans les cellules Hl
transfectZe¢Puits 1) ouransfectZeavec le vecteur dOexpression dOune protZine FLI-1 non Zti
(vecteur a; Puits 2) ou dOune protZine ZtiquetZe ~ IOexnZFaitdinal par le peptide dbiotinylation
(vecteur c ; puits 3).
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