
HAL Id: tel-03198642
https://theses.hal.science/tel-03198642

Submitted on 15 Apr 2021

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépôt et à la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche français ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.

Identification des gènes impliqués dans la coopération
oncogénique avec BCR-ABL1 dans la Leucémie

Myéloïde Chronique
Emilie Rousseau

To cite this version:
Emilie Rousseau. Identification des gènes impliqués dans la coopération oncogénique avec BCR-ABL1
dans la Leucémie Myéloïde Chronique. Médecine humaine et pathologie. Université de Bordeaux,
2018. Français. �NNT : 2018BORD0281�. �tel-03198642�

https://theses.hal.science/tel-03198642
https://hal.archives-ouvertes.fr


1 

 

 

 

 

THÈSE PRESENTÉE  

POUR OBTENIR LE GRADE DE  

 

DOCTEUR DE  

 

L’UNIVERSITÉ DE BORDEAUX 

 

École Doctorale SCIENCES DE LA VIE ET DE LA SANTÉ 

Spécialité : GÉNÉTIQUE 

 

Par Emilie ROUSSEAU 

 

Identification des gènes impliqués dans la coopération 

oncogénique avec BCR-ABL1 dans la Leucémie Myéloïde 

Chronique 

 

Sous la direction du Pr Martin TEICHMANN 

 

 

Soutenue le 29 Novembre 2018 

 

Membres du jury : 

Pr. François DOIGNON     Bordeaux   Président 

Dr. Fabienne MEGGETTO    Toulouse    Rapporteur 

Dr. Florence LARMINAT    Toulouse   Rapporteur 

Pr. François MOREAU-GAUDRY   Bordeaux   Examinateur 



2 

 

La leucémie myéloïde chronique (LMC) a été le premier cancer humain associé à une anomalie 

chromosomique : le chromosome de Philadelphie. Le gène de fusion BCR-ABL1 résultant code pour une 

tyrosine kinase ayant une activité dérégulée. Les inhibiteurs de tyrosine kinase (ITKs), qui inactivent la 

protéine BCR-ABL1, représentent la thérapie ciblée la plus efficace pour la LMC en phase chronique. 

Cependant, la LMC en phase avancée ne répond pas bien au traitement par les ITKs. Les mécanismes sous-

jacents à la progression de la LMC ne sont pas bien compris. Par conséquent, la découverte de gènes qui 

coopèrent avec l’oncogène BCR-ABL1, et qui pourraient expliquer la progression de la LMC vers des phases 

avancées, est nécessaire pour l’identification de nouvelles cibles thérapeutiques de la LMC. Nous proposons 

d'établir un modèle cellulaire humain permettant l'identification de gènes capables de coopérer avec 

l'oncogène BCR-ABL1 pour une transformation tumorale complète. Ce système repose sur l'expression de 

BCR-ABL1 et l'inactivation d'autres gènes en particulier à l'aide de la technologie CRISPR-Cas9. 

L'identification des gènes coopérant avec BCR-ABL1 permettra la création de modèles cellulaires pour 

faciliter la sélection de médicaments capables de traiter la LMC dans les phases finales. 

Dans un second temps, une étude approfondie du gène TP53 a été menée. Ce gène étant muté dans plus de 

50% des cancers, il est important de déterminer les conséquences de son inactivation dans des fibroblastes 

humains non tumoraux. La technologie CRISPR-Cas9 a été utilisée afin d’inactiver ce gène en particulier. 

Puis les cellules exprimant la forme sauvage ou la forme inactivée de p53 ont subi un traitement à la nutline-

3a. Cette molécule empêche l’interaction du facteur de transcription p53 avec son inhibiteur MDM2. Des 

analyses transcriptomiques ont alors permis d’identifier d’une part les cibles aspécifiques de la nutline-3a et 

d’autre part les gènes cibles de p53 dans cette lignée de fibroblaste.  

 

Mots clés : LMC, BCR-ABL1, modèle cellulaire humain, transformation tumorale, CRISPR-Cas9, p53 

 

Chronic myeloid leukemia (CML) was the first human cancer to be consistently associated with a 

chromosomal abnormality: the Philadelphia chromosome. The resulting BCR-ABL1 fusion gene encodes a 

tyrosine kinase with deregulated activity. Tyrosine kinase inhibitors (TKIs) inactivating the BCR-ABL 

protein represent the most successful targeted therapy for CML in chronic phase. However, advanced CML 

does not respond well to TKIs treatment. The mechanisms underlying the progression of CML are not well 

understood. Therefore, the discovery of genes that cooperate with the BCR-ABL1 oncogene, which could 

explain the progression of CML to advanced phases, is required for the identification of novel therapeutic 

targets of CML. We propose to establish a human cellular model system that allows the identification of 

genes that are able to cooperate with the oncogene BCR-ABL1 for full tumoral transformation. This system 

relies on the expression of BCR-ABL1 and the generation of gene knock-out by using the CRISPR-Cas9 

technology. Identification of genes cooperating with BCR-ABL1 will permit the creation of cellular model 

systems for identifying drugs that are able to treat CML in final phases. 

Secondly, we performed a detailed study of TP53 function. This gene is mutated in more than 50% of all 

cancer types. It is therefore crucial to understand the impact of its inactivation in human fibroblast cells. The 

CRISPR/Cas9 system was used to inactivate this gene. Wild-type and TP53 knock-out cells subsequently 

underwent nutlin-3a treatment. This molecule blocks the interaction between p53 and its regulator: MDM2. 

Transcriptomic analyses were performed to further study p53 regulated genes, and also to discover other 

potential nutlin-3a targets.  

 

Keywords : CML, BCR-ABL1, human cellular model, tumoral transformation, CRISPR-Cas9, p53 
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PUMA : P53-Upregulated Modulator Of Apoptosis 

qPCR : PCR quantitative 

RAS-G12V : gène RAS portant une mutation G12V 

RB1 : gène du rétinoblastome 

RH : Recombinaison Homologue 

RIN : RNA Integrity Number 

RNA-seq : séquençage des ARN 

RT-PCR : Reverse transcriptase PCR 

RT-qPCR : Reverse transcriptase quantitative PCR 

SAM : sterile alpha motif (contexte p53) 

SAM : Synergistic Activation Mediators (contexte CRISPR-Cas9) 

SCID : severe combined immunodeficiency  

Ser / Thr : sérine / thréonine 

sgARN : ARN single guide 

SH : src homology 

STAT : signal transducer and activator of transcription  

SV40 : Virus simien 40 

t(9 ;22) : translocation entre les chromosomes 9 et 22 

TA : domaine de transactivation 

TK : Tyrosine kinase 

TP53 : Tumor protein 53 

TP53KO : KO du gène TP53 

TP53WT : gène TP53 sauvage 
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Avant-propos 

Contrairement aux cellules normales, les cellules tumorales acquièrent et cumulent différentes 

altérations génétiques. Ces mutations sont souvent à la base du développement du cancer, de sa 

progression ou encore l’absence de réponse à un traitement. Ainsi, l’intérêt des systèmes 

cellulaires modèles repose sur leur capacité à contenir les aberrations génétiques observées dans 

les tumeurs primaires ainsi que leurs conséquences sur les différentes voies de signalisation 

dans la cellule.  

Des lignées cancéreuses issues de patients sont souvent utilisées comme modèles 

expérimentaux établis de cancers. Pendant de nombreuses années, ces lignées cellulaires ont 

notamment été utilisées comme outils pour la découverte de drogues à utiliser comme 

traitement au cancer en question (Sharma et al. 2010). Et bien que certaines propriétés liées aux 

cellules d’origine soient conservées par ces lignées cellulaires et que la pertinence de ces 

modèles soit établie, il existe des différences importantes par rapport aux tumeurs in vivo dont 

elles sont issues. Ces changements génétiques, épigénétiques ou d’expressions d’ARN et/ou de 

protéines s’expliquent par une sélection et une évolution in vitro des cellules. Outre cette 

constatation, il existe surtout une hétérogénéité génétique importante au sein d’une population 

de patients atteints par un cancer. Quoiqu’il en soit il s’agit là d’un système modèle très répandu 

pour l’étude des processus biologiques impliqués dans le développement des cancers (Staveren 

et al. 2009).  

La création de cellules tumorales humaines modèles, en ciblant des éléments génétiques définis, 

est également une méthode permettant l’étude des mécanismes primaires impliqués dans le 

processus de cancérisation (Hahn et al. 1999). Cette méthode permet notamment de suivre à 

chacune des étapes de la transformation, les changements provoqués sur différentes voies de 

signalisation. Les outils mis au point ces dernières années tendent à faciliter la création et 

l’utilisation de ces modèles. Leur performance repose sur une utilisation simple tout en 

diminuant les biais liés à l’expérimentation. Par l’utilisation de ces méthodes et de leurs 

contrôles, les interprétations qui peuvent être faites à partir des systèmes construits sont d’autant 

plus solides. Avec ces modèles, les évènements se produisant de façon précoce dans la voie de 

cancérisation peuvent être étudiées plus particulièrement. En effet, lorsqu’ils sont dépistés, les 

cancers sont déjà formés. C’est donc l’ensemble des mutations qui en sont responsables qui 

sont présentes dans les cellules cancéreuses. Avoir un modèle qui permette d’étudier à chaque 

nouvelle mutation les conséquences qui en découlent induit une nouvelle compréhension du 
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processus de cancérisation et un nouveau point de vue quant aux marqueurs à cibler, dans le 

cas d’un dépistage, ou concernant les stratégies thérapeutiques à adopter.  
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Introduction  
Chapitre 1 

I. Transformation des cellules humaines via des éléments 

génétiques définis 

A. Cellules tumorales : causes et conséquences 

Il est clair que la transformation de cellules saines en cellules cancéreuses peut découler d’une 

accumulation de mutations dans leur génome. Ces altérations génétiques permettent aux 

cellules de dépasser les systèmes de contrôle qui adaptent leur survie et leur prolifération aux 

besoins d’un organe ou tissu donné. Il est estimé que pour qu’une transformation tumorale soit 

complète il faut entre deux et six mutations qui interviennent à la fois pour inactiver des gènes 

suppresseurs de tumeurs et l’activation d’oncogènes (Kandoth et al. 2014). Ces mutations sont 

qualifiées de conductrices. Elles peuvent être accompagnés par des mutations passagères 

n’étant pas capables de transformer une cellule mais contribuant à l’expansion clonale. Les 

cellules vont alors acquérir un ensemble de caractéristiques communes qui définissent le 

phénotype tumoral transmissibles aux cellules filles : une immortalité et une prolifération 

anarchique entre autres. En 2000, Hanahan et Weinberg ont défini six caractéristiques 

communes et essentielles pour décrire les cellules cancéreuses : l’auto-suffisance en facteurs de 

croissance, la perte du contrôle du cycle cellulaire, la résistance à l’apoptose, un potentiel 

réplicatif illimité (immortalisation), l’angiogenèse tumorale et l’invasion tissulaire/métastases 

(figure 1)(Hanahan et Weinberg 2000).  

Les cellules tumorales in vitro, en culture cellulaire, ont la capacité de se multiplier sans 

nécessité d’un support pour s’ancrer. In vivo, les cellules cancéreuses vont former des tumeurs, 

envahir les tissus sains, induire l’angiogenèse et générer des métastases.  

Plus récemment, de nouvelles caractéristiques des cellules cancéreuses ont été mises en 

évidence. La capacité de modifier ou de reprogrammer le métabolisme cellulaire afin de 

soutenir la prolifération néoplasique et le fait d’échapper à une destruction par le système 

immunitaire (figure 1)(Hanahan et Weinberg 2011). De plus le processus de cancérisation 

s’auto-alimente puisque les cellules cancéreuses présentent une forte instabilité génétique 

responsable à la fois de la progression du cancer mais également de l’absence de réponse à un 

traitement.  
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Figure 1: Les caractéristiques des cellules cancéreuses  

D’après Hanahan et Weinberg, 2011 

 

Une tumeur peut ainsi contenir de nombreuses mutations. La plupart de ces mutations sont 

considérées passagères, par oppositions aux mutations conductrices, car elles ne participent pas 

au processus oncogénique en lui-même mais sont en fait une conséquence de la transformation 

des cellules (Kandoth et al. 2014; Vogelstein et al. 2013). Dans ces conditions il est difficile 

d’identifier quel gène en particulier peut être impliqué dans l’aggravation de la maladie ou dans 

sa capacité, innée ou acquise, à résister à un traitement. D’autant plus compliqué qu’il ressort 

désormais qu’il n’y a pas seulement des mutations qui sont impliquées dans la tumorisation, 

mais aussi des altérations épigénétiques (Beggs et al. 2013).  

 

B. Cellules tumorales : transformation contrôlée en laboratoire 

Des études ont montré que la co-expression d’oncogènes dans des cellules de rongeurs 

permettent la conversion de cellules saines en cellules tumorales (Land et al. 1983; Ruley 1983). 

En revanche en appliquant la même expérience à des cellules humaines, ceci n’avait pas permis 

la transformation des cellules (O’Brien et al. 1986; Stevenson et Volsky 1986). La différence 

biologique majeure entre les cellules de rongeurs et les cellules humaines utilisées concernait 

les télomères (Hahn et al. 1999). En effets, les cellules de rongeurs montrent une longueur des 

télomères supérieure à celle des cellules humaines. Il a alors été montré qu’une expression 

ectopique de la sous-unité catalytique de la télomérase (hTERT) combiné à l’expression d’onco-
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protéines issues du SV40 et de l’oncogène RAS, induit un phénotype tumoral chez des cellules 

humaines qui étaient saines (Hahn et al. 1999). Les observations faites sur des cellules issues 

de tumeurs humaines tendent à supposer qu’une activité de la télomérase contribue au processus 

de tumorisation (Shay et Bacchetti 1997).  

Plusieurs expériences de transformation ont été menées. Dans un modèle en particulier, les 

gènes RB1, TP53 et PP2A ont été inactivés par des éléments génétiques définis, conjointement 

à l’activation constitutive de RAS. Ces changements sont suffisants pour une multiplication 

incontrôlée des cellules. Pour rendre ces cellules immortelles, il a suffi d’introduire la séquence 

codante hTERT qui protège les télomères du raccourcissement naturel. Le processus de 

transformation est alors total et les cellules sont tumorales. Plus exactement ces cellules 

transformées expriment la protéine Large T du SV40 qui cible et inactive les protéines Rb et 

p53, les produits des gènes suppresseurs de tumeur RB1 et TP53. Elles expriment également la 

protéine small T du SV40 qui lie et inhibe la protéine phosphatase 2A (PP2A), l’oncogène RAS 

et hTERT (Hahn et al. 2002). Il semble donc qu’inactiver (p53, Rb et PP2A), changer 

l’expression (hTERT) ou muter (RAS) ces cinq éléments dans une cellule humaine suffisent à 

installer un phénotype tumoral. Avec son modèle, Hahn et al., rapportent également que 

l’absence d’un seul de ces éléments, empêche le phénotype tumoral de s’installer. D’autres 

éléments exprimés conjointement ont également permis une transformation totale de cellules 

humaines. Dans ce cas les cellules exprimaient les protéines E6 et E7 du papillomavirus 

(HPV16), hTERT, RAS et la protéine small T du SV40 (Hahn et al. 2002). A l’instar de la 

protéine large T du SV40, les protéines E6 et E7 vont respectivement cibler et inactiver les 

protéines p53 et Rb.  

Cette démarche de transformation des cellules primaires humaines en cellules tumorale est déjà 

maitrisée au laboratoire (Durrieu-Gaillard et al. 2017). Les cellules IMR90 ont été transformées 

par cinq étapes distinctes. Les cellules ont été infectées par des rétrovirus pour permettre 

l’expression des protéines E6 et E7 du papillomavirus (HPV16), mais aussi l’antigène small T 

du SV40. Ces cellules, toujours par la voie des rétrovirus, surexpriment RAS-G12V et hTERT. 

Ces modifications permettent l’obtention d’un modèle de transformation tumoral exploitable à 

différentes étapes de la transformation et dont les éléments génétiques sont connus. Dans ce 

cas, le processus de transformation s’appuie sur des éléments génétiques qui sont fréquemment 

perturbés dans les cancers.  

Il est aussi possible de construire des modèles de transformation en s’appuyant sur les mêmes 

outils afin d’obtenir un modèle plus fidèle d’un cancer en particulier. Par exemple, dans le cas 

de la leucémie myéloïde chronique, une mutation en particulier se produit et est responsable de 
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la mise en place du cancer. Il s’agit de l’oncogène BCR-ABL1. La voie virale permet d’intégrer 

la séquence codante de cet oncogène dans des cellules saines et de suivre les changements qui 

auront lieu dans la cellule.  

 

II. La leucémie myéloïde chronique : LMC 

La leucémie est une maladie du sang qui se caractérise par une augmentation importante du 

nombre de globules blancs. Dans le cas d’une leucémie myéloïde, la moelle osseuse produit des 

leucocytes de façon excessive. Ces globules blancs sont dits anormaux car ils sont immatures 

au moment de leur passage dans la circulation sanguine. Finalement le terme chronique indique 

que la maladie évolue lentement dans les premières années de la maladie. La LMC représente 

15% à 20% des leucémies de l’adulte (Kang et al. 2016). 

 

A. Généralités 

1. Origine de la LMC 

L’apparition de la maladie est liée, dans 95% des cas, à une anomalie génétique : la 

translocation réciproque entre les chromosomes 9 et 22 (t(9;22)) dans une cellule souche 

hématopoïétique (figure 2). Le chromosome 22 ainsi obtenu sera plus court et est appelé 

chromosome de Philadelphie (Ph), du fait de la ville dans laquelle il a été mis à jour (Nowell et 

Hungerford 1960). 

 

 

Figure 2 : Translocation du chromosome 9 et du chromosome 22 t(9;22) : formation du chromosome Philadelphie 
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 Le chromosome de Ph a été la première aberration chromosomique à être associée à un cancer 

humain et a été identifié pour la première fois en 1960 chez un patient atteint de la LMC. Cette 

translocation réciproque induit l’assemblage du proto-oncogène Abelson (ABL1) du bras long 

du chromosome 9 avec le gène Breackpoint Cluster Region (BCR) du bras long du chromosome 

22. Cette translocation t(9 ;22)(q34 ;q11) forme l’oncogène de fusion BCR-ABL1 qui code pour 

la tyrosine kinase constitutivement active BCR-ABL1 (Shtivelman et al. 1985). Cette protéine 

n’est présente que dans les cellules leucémiques et joue un rôle essentiel dans la mise en place 

et l’aggravation de la leucémie. La preuve que l’expression de BCR-ABL1 est nécessaire et 

suffisant pour induire la LMC a été apporté par un modèle murin (Daley et al. 2002).  

 

2. Les signes cliniques 

La LMC évolue en 3 phases cliniques distinctes et consécutives. La première est la phase 

chronique. La maladie évolue alors lentement, 4 à 5 ans en absence d’un traitement, et il y a 

peu de symptômes. C’est souvent à ce stade que la maladie est détectée, après un examen 

cytogénétique permettant le dépistage du chromosome de Ph dans 95% des cas. Puis suit la 

phase d’accélération, durant laquelle il y a augmentation du nombre de globules blancs 

immatures dans le sang (figure 3). Il y a également une augmentation de la charge BCR-ABL1 

et l’apparition de nouvelles anomalies chromosomiques. Il y a plus de symptômes bien qu’ils 

soient non spécifiques. Si un traitement n’est pas mis en œuvre, la maladie va alors rapidement 

évoluer vers la phase blastique ou aigüe. La maladie est alors très grave et est rapidement 

mortelle. Durant cette phase, la différenciation hématopoïétique est bloquée à un stade précoce 

et il y a alors plus de 30% de cellules immatures, appelés blastes, circulant dans le sang (Clarke 

et Holyoake 2017; Ma et al. 2015).  
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Figure 3 : Modèle représentant la progression de la LMC entre la phase chronique et la crise blastique  

(d'après Jamieson et al., 2004) 

Par rapport à un individu non atteint de LMC, chez un patient en phase chronique de LMC il y a expression de BCR-ABL1. 

Durant cette phase et surtout en phase accélérée, il y a augmentation du nombre de globules blancs dans le sang. Finalement 

en crise blastique, il y a de nombreuses cellules immatures (blastes) dans la circulation sanguine. 

 

La LMC est parmi les cancers les plus étudiés. L’anomalie génétique qui la caractérise en fait 

un modèle d’étude particulièrement intéressant pour comprendre les voies de transduction du 

signal qui participent à la transformation des cellules hématopoïétiques.  

La LMC est la première maladie pour laquelle une thérapie ciblée a été mise au point avec le 

développement des inhibiteurs de tyrosine kinase dans les années 90, comme l’imatinib. Ces 

médicaments, décrits ultérieurement dans ce manuscrit, agissent en empêchant l’enzyme 

anormale de fonctionner. A ce jour ce traitement reste le plus fréquemment utilisé et le plus 

efficace pour la première phase de la maladie.   
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B. La transformation médiée par BCR-ABL 

1. BCR-ABL1 

L’oncoprotéine BCR-ABL1 possède une activité tyrosine kinase dérégulée et la présence de 

cette protéine est caractéristique de la LMC. Différentes fusions formant l’oncogène BCR-ABL1 

permettent de générer différentes isoformes de protéine BCR-ABL1 : p210, p190 ou p230 

(figure 4) qui ont en commun une activité tyrosine kinase, portée par ABL1, accrue (Melo 1996). 

Le gène ABL1 est rompu entre les exons 1 et 2. Le gène BCR peut être rompu à différents 

niveaux (figure 4A), notamment de la région M-BCR (majeur-BCR), soit entre les exons 12 et 

16. Les fusions les plus fréquentes sont nommées e13a2 ou e14a2 (figure 4C), elles 

correspondent à la fusion entre les exons 13 ou 14 du gène BCR et l’exon 2 du gène ABL1. Ces 

produits de fusion codent pour une protéine chimérique BCR-ABL1 de 210 kDa. C’est la forme 

caractéristique de la LMC.  

La rupture dans le gène BCR peut aussi se produire entre les exons 1 et 2, soit dans la région 

mineure de cassure (m-BCR) (figure 4A). La fusion se produit alors entre l’exon 1 de BCR et 

l’exon 2 d’ABL1 : e1a2 et code pour une protéine de 190 kDa (figure 4C) qui est observé dans 

la leucémie aiguë lymphoïde à chromosome de Ph (Fainstein et al. 1987).  

Une dernière isoforme BCR-ABL1 de 230 kDa est le produit de la fusion entre l’exon 19 de 

BCR (région µ-BCR) et l’exon 2 d’ABL1 : e19a2 est considéré comme un marqueur pour le 

diagnostic des LMC à neutrophiles (figure 4)(Pane et al. 1996).  
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Figure 4 : Les différents transcrits de fusion principalement obtenus pour BCR-ABL1  

(d’après Kumar et al., 2014) 

A. Représentation des différents points de cassures identifiés dans le gène BCR.  

B. ARNm issus de la transcription des gènes BCR et ABL1.  

C. Les ARNm de BCR-ABL1 issus des différentes fusions possibles entre les gènes BCR et ABL1. 

 

Dans la LMC, la protéine BCR-ABL1 de 210 kDa conserve les trois domaines d’homologie src 

(SH1, SH2 et SH3), qui régulent l’activité tyrosine kinase (TK) d’ABL1 et la partie C-terminale 

(C-term) : le signal de localisation nucléaire (NLS) et les domaines de liaison à l’ADN et à 

l’actine (figure 5). Les domaines conservés de BCR sont le domaine N-terminal Coiled-coil (N-

term CC), qui contient le domaine d’oligomérisation indispensable pour l’auto-activation par 

phosphorylation de l’activité kinase d’ABL1. Le domaine sérine / thréonine (Ser / Thr) kinase, 

contient un résidu tyrosine essentiel : Y177 qui se lie avec GRB2 et permet l’activation de la 

voie RAS. Et le domaine RHO / GEF (Kang et al. 2016).  
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Figure 5 : Représentation schématique de la protéine de fusion BCR-ABL1 de 210kDa et de ses différents domaines  

(d’après Faderl et al. 1999) 

 

L’activité TK est assurée par le domaine SH1 d’ABL1 qui contient le site de liaison à l’ATP 

(Kang et al. 2016). 

 

2. Les voies de signalisation activées par BCR-ABL1 

Alors que la protéine ABL1 navigue entre le noyau et le cytoplasme, l’oncoprotéine BCR-

ABL1 perd cette capacité et est principalement retenue dans le cytoplasme (Wetzler et al. 1993). 

Elle interagit alors avec de nombreux substrats cellulaires impliqués dans des voies 

oncogéniques, lui permettant notamment l’activation des voies de prolifération ou de survie 

(Danisz et Blasiak 2013). Parmi les protéines activées par BCR-ABL1, il y a des protéines du 

cytosquelette (paxilline ou taline), des kinases (PI3K), des protéines adaptatrices (GRB2 ou 

CRKL), des facteurs de transcription (STAT5) ou des phosphatases (figure 6).  
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Figure 6 : Les voies de signalisation activées par la protéine BCR-ABL1 

(Faderl et al. 1999) 

 

a. La voie RAS/RAF/MEK/ERK 

La phosphorylation de la tyrosine 177 (Y177) de BCR est essentielle pour l’oncogénicité de 

BCR-ABL1. Elle permet le recrutement de la protéine « growth factor receptor–bound protein 

2 » (GRB2) en se liant à son domaine SH2 (Pendergast et al. 1993). Cette interaction BCR-

ABL1-GRB2 est requise pour l’activation constitutive de la voie de signalisation RAS via le 

facteur d’échange de guanine « Son Of Sevenless » (SOS) et « GRB2-associated binding 

protein 2 » (GAB2). RAS sous sa forme active : RAS-GTP peut alors activer les MAPK qui 

jouent un rôle majeur dans la transduction du signal (figure 7).  

La liaison du domaine SH3 de la protéine « CRK-oncogene–like » CRKL à BCR-ABL1 

phosphorylé permet également une activation de la protéine RAS (Senechal et al. 1996). Il 

semble d’ailleurs que ces deux voies contribuent indépendamment à la transformation des 

cellules. Lorsque le site de liaison à GRB2 ou CRKL est disrupté, la capacité transformante des 

cellules est partiellement diminuée. Elle est d’autant plus réduite quand les deux sites sont 

mutés simultanément.  
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De manière générale, une dérégulation de la signalisation RAS est fortement impliquée dans la 

cancérisation. Des mutations activatrices de la protéine RAS sont observées dans plus de 30% 

des cancers (Fernández-Medarde et Santos 2011). Dans la LMC, cette voie de signalisation est 

activée par plusieurs protéines intermédiaires et semble indispensable pour la transformation 

des cellules. 

 

 

Figure 7 : : la voie RAS/RAF/MEK/ERK (d’après Kim et Bar-Sagi, 2004) 

 

RAS-GTP va se fixer à la kinase RAF et l’activer par phosphorylation (figure 7). RAF va alors 

activer sa cible : les kinases « Mitogen-Activated Protein (MAP) Extracellular signal-Regulated 

Kinase » MEK1/2 qui pourront à leur tour activer les kinases « Extracellular Regulated 

Kinase » ERK1/2 par une double phosphorylation. Ces dernières peuvent alors se relocaliser 

dans le noyau et activer différents facteurs de transcription : c-MYC, c-JUN, c-FOS, etc.  

Cette voie RAS/RAF/MEK/ERK favorise ainsi la survie et la prolifération en permettant la 

progression du cycle cellulaire. 
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b. La voie PI3K/AKT 

La voie de signalisation « phosphoinositide 3-kinase » (PI3K) est dérégulée dans un grand 

nombre de cancers humains, la LMC inclue. Ceci en fait une cible à privilégier lors du 

développement de traitement (Vivanco et Sawyers 2002).  

Les enzymes PI3K sont des lipides kinases regroupées en trois classes qui diffèrent par leur 

structure, leurs substrats et leurs mécanismes de régulation (Fruman, Meyers, and Cantley 

1998). Les protéines de la classe IA de PI3K sont des hétérodimères constitués d’une sous-unité 

régulatrice et d’une sous-unité catalytique. Il y a trois gènes qui codent pour la sous-unité 

catalytique (p110α, p110β, et p110δ) et trois gènes qui codent pour la sous-unité régulatrice 

(p85α, p85β et p55γ). Les PI3K de classe IA sont les plus impliqués dans les cancers humains 

et les plus étudiés dans la LMC, ce sont donc leur seul mécanisme qui est abordé ici.  

L’activation de PI3K par BCR-ABL1 est une voie essentielle à la transformation tumorale. Elle 

peut se faire par plusieurs voies et comme pour RAS, PI3K est constitutivement active dans les 

cellules LMC. L’activation qui implique l’interaction directe de p85, sous-unité régulatrice de 

PI3K, avec BCR-ABL1 existe (Skorski et al. 1997), mais n’est pas indispensable (Jain et al. 

1996). L’activation de PI3K est plutôt un mécanisme indirect médiée par l’association de BCR-

ABL1 à d’autre protéines phosphorylées : notamment les protéines adaptatrices CRKL et 

GRB2 (figure 8).  

 

 

Figure 8 : Mécanisme d'activation de la voie PI3K par BCR-ABL1  

(Kharas and Fruman 2005) 
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Ces dernières sont également impliquées dans l’activation de RAS, comme décrit 

précédemment.  

L’interaction avec BCR-ABL1 permet la phosphorylation de la protéines CRKL. La protéine 

CBL aura alors la possibilité de s’y ancrer et d’être à son tour activée par phosphorylation, 

induisant alors l’activation de PI3K par fixation à la sous-unité régulatrice. L’activation de PI3K 

par BCR-ABL1 médiée par la protéines GRB2 est également une voie importante (Sattler et al. 

2002). En se liant à la Y177 de BCR-ABL1, GRB2 va activer GAB2 qui pourra à son tour 

activer PI3K.  

 

PI3K actif aura la capacité d’aller activer AKT, qui semble être la cible première de PI3K dans 

la signalisation médiée par BCR-ABL1. AKT active a de nombreux substrats impliqués dans 

la régulation du cycle cellulaire, la croissance et la survie des cellules, ce qui en fait l’effecteur 

de PI3K le plus associé à la transformation des cellules (figure 9). AKT semble effectivement 

impliqué dans la transformation leucémique puisque son inactivation diminue le phénotype 

tumoral in vitro et le développement de la leucémie in vivo (Skorski et al. 1997).  

 

 

Figure 9 : Substrats phosphorylés par AKT suite à sa propre activation par PI3K  

(d’après Kharas et Fruman, 2005) 
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Parmi les substrats d’AKT, il y a le facteur de transcription FOXO. Or sa phosphorylation par 

AKT conduit à la sous-expression des gènes p27KIP et BIM, respectivement impliquées dans 

l’inhibition du cycle cellulaire et l’apoptose (Burgering et Kops 2002; Tran et al. 2003). AKT 

est également capable d’inactiver par phosphorylation BAD, une protéine pro-apoptotique 

(Salomoni et al. 2000; Vanhaesebroeck et al. 2001). Ou d’activer la protéine régulatrice MDM2, 

conduisant à l’inactivation de p53, également impliquée dans l’arrêt du cycle cellulaire et 

l’apoptose. Autre cible importante activée directement et indirectement par PI3K/AKT, c’est la 

sérine/thréonine kinase « mammalian target of rapamycin » (mTOR)(Hay 2004; Richardson et 

al. 2004). L’activation de mTOR conduit à la progression du cycle cellulaire.  

La voie PI3K/AKT, par différents mécanismes et différentes cibles, favorise ainsi la 

prolifération et la survie des cellules hématopoïétiques exprimant BCR-ABL1.  

 

c. La voie JAK/STAT 

Les facteurs de transcription « signal transducer and activator of transcription » (STAT) 1 et 5 

sont des éléments importants de la signalisation BCR-ABL1 (Ilaria et Van Etten 1996). Dans 

les cellules normales, la localisation nucléaire des facteurs STAT est régulée par des « Janus 

kinases » (JAKs), elles-mêmes régulées par des récepteurs aux cytokines. Dans les cellules 

LMC, les facteurs STAT, notamment STAT5, sont activés indépendamment du facteur JAK2 

par association directe entre leur domaines SH2 avec la protéines BCR-ABL1 (Carlesso et al. 

1996; Ilaria et Van Etten 1996; Klejman et al. 2002; Xie et al. 2001). La kinase BCR-ABL1 

active tout de même JAK2, qui pourra activer différentes cibles impliquées dans l’oncogenèse 

(figure 10)(Xie et al. 2001, 2002).  

Par l’activation de la voie JAK/STAT, les cellules exprimant BCR-ABL1 favorisent leur survie 

et leur prolifération.  
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Figure 10 : Représentation schématique de l'activation distincte des voies JAK2 et STAT5 par BCR-ABL1  

(d’après Xie et al., 2002) 

 

L’activation de STAT5, par exemple, protège les cellules de la mort programmée en induisant 

l’expression de la protéine anti-apoptotique BCL-XL (figure 10)(Socolovsky et al. 1999; Horita 

et al. 2000; Gesbert et al. 2000). Ce mécanisme est d’ailleurs redondant avec l’inactivation de 

la protéine pro-apoptotique BAD par AKT. L’activation de JAK2 par BCR-ABL1 conduit 

également à l’activation de l’oncogène MYC (Xie et al. 2002; Samanta et al. 2006).  

 

d. Les voies impliquées dans l’instabilité génomique 

L’instabilité génomique est une caractéristique de la LMC, notamment dans les phases avancées 

de la maladie. Lorsqu’une lésion est détectée dans une cellule saine, il y a arrêt du cycle 

cellulaire et les systèmes de réparation sont activés. Des études ont montré que ces différents 

systèmes de réparation sont perturbés par la présence de BCR-ABL1, permettant la survie et la 

prolifération de cellules LMC portant des anomalies génétiques.  

Ainsi, dans des cellules hématopoïétiques de souris ou des CD34+ de patient atteints de LMC, 

une diminution de la sous unité catalytique du complexe « DNA-dependent protein kinase » 

(DNA-PK) dépendante de l’expression de BCR-ABL1 a été mise en évidence (Deutsch et al. 

2001). Le complexe DNA-PK est un système majeur de réparation des cassures double-brin 

d’ADN par la voie de re-ligation directe « non-homologous end-joining » (NHEJ) et de la 

recombinaison V(d)J dans les cellules de mammifères. La sous-expression de DNA-PK 

entraine alors un défaut de réparation de l’ADN.  

L’expression de la protéine BCR-ABL1 est aussi associée à une diminution de l’expression de 

la protéine « Breast Cancer Associated Protein 1 » BRCA1 dans des modèles expérimentaux et 

des cellules LMC de patients (Deutsch et al. 2003). Or cette protéine est impliquée dans le 
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maintien de la stabilité génétique. En empêchant l’expression de BRCA1, BCR-ABL1 inhibe 

la réparation de l’ADN suite à une cassure double-brin.  

Dierov et al. ont aussi montré que suite à un stress génotoxique, la protéine BCR-ABL1 passe 

rapidement du cytoplasme au noyau. BCR-ABL1 perturbe alors la transduction du signal 

dépendant de la protéine ATR en s’y associant (Dierov et al. 2004). ATR (« ataxia-

telangiectasia Mutated and rad 3-related »), une sérine-thréonine kinase appartenant à la famille 

des PI3K-like protéines kinases, est impliquée dans l’activation des points de contrôle 

enclenchés lors d’un dommage à l’ADN. BCR-ABL1 joue là un rôle direct dans l’augmentation 

des dommages à l’ADN en modifiant la réponse cellulaire à ces anomalies.  

Les dérivés réactifs de l’oxygène (ROS) jouent également un rôle dans l’intégrité du génome 

puisqu’ils peuvent induire des dommages à l’ADN. Or une production accrue de ces ROS a été 

directement associée à l’activité de BCR-ABL1 (Sattler et al. 2000). Ceci suggère que les ROS 

peuvent être impliqués dans la progression de la LMC via l’induction de changements 

génétiques.  

Aussi, le fait que la protéine BCR-ABL1 soit capable de phosphoryler et d’interagir avec la 

protéine « xeroderma pigmentosum group B » (XPB) suppose une altération de la réparation de 

l’ADN (Takeda et al. 1999). Ceci associé à une résistance à l’apoptose permet aux cellules 

leucémiques de cumuler des réparations imprécises au cours du temps là où les cellules 

normales vont rapidement mourir habituellement. Ce qui aboutit finalement à la crise blastique 

de la maladie (Deininger et al. 2000).  

Finalement, la prolifération excessive et le renouvellement cellulaire élevé, associé à une 

apoptose et une réparation allégée, représentent évidemment des facteurs favorisant 

l’installation de lésions génétiques supplémentaires qui conduisent aux phases avancées de la 

LMC.  

 

C. La lutte contre la LMC : les inhibiteurs de tyrosine kinase 

Le fait que l’activité tyrosine kinase de BCR-ABL1 soit clairement associé à l’origine de la 

LMC a conduit au développement de traitements pour inhiber cette activité. Depuis 2001, les 

inhibiteurs de tyrosine kinase (ITKs) sont utilisés comme traitement de première intention afin 

de lutter contre le développement de la LMC. En bloquant l’activité de BCR-ABL1, les ITKs 

contrôlent la croissance et la prolifération des cellules leucémiques. Les patients atteints de 

LMC ont ainsi été les premiers à bénéficier d’une thérapie anti-cancéreuse ciblée (Druker et al. 

2001b; Kantarjian et Talpaz 2001).   



31 

 

Ces traitement ITKs sont efficaces essentiellement en phase chronique de la maladie et 

permettent de maintenir les patients dans cette phase. La majorité d’entre eux auront alors une 

rémission durable de la maladie et un risque très faible d’évolution vers les phases avancées. 

Les ITKs ont ainsi nettement amélioré la survie globale des patients atteints de LMC.  

 

1. ITK de première génération : l’imatinib 

Les cellules leucémiques ont une capacité de survie et de prolifération accrue mais ceci peut 

être réduit en inhibant seulement l’oncoprotéine BCR-ABL1. L’imatinib (STI571, imatinib 

mesylate, Gleevec ou Glivec®, Novartis) a été la première molécule développée capable de 

cibler directement l’activité tyrosine kinase de BCR-ABL1 et testée pour traiter la LMC. 

Compte tenu des l’efficacité et de la bonne tolérance du traitement, cet ITK est très rapidement 

devenu le traitement standard de première intention pour les patients en phase chronique de 

LMC (Melo et al. 2003; Druker et al. 2001).  

Le taux de réponse au traitement par l’imatinib lors de la phase chronique de la maladie est 

élevé, en revanche elle n’est que de courte durée dans les phases avancées (Druker et al. 2001; 

Ottmann et al. 2002; Sawyers et al. 2002; Talpaz et al. 2002).  

 

 

Figure 11 : Mécanisme d’action de l'imatinib pour inhiber la fonction de BCR-ABL1  

(Friedrich 2003) 

 

L’imatinib entre en compétition avec l’ATP pour se lier au site d’autophosphorylation de BCR-

ABL1 (figure 11) et maintien la protéine en conformation inactive, ce qui bloque les voies de 

signalisations en aval (Schindler et al. 2000).  

Malgré l’efficacité de l’imatinib, des patients sont ou deviennent résistants au traitement et 

voient leur maladie évoluer vers les phases avancées. Pour environs 30% des patients en phase 
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chronique de la maladie, une mutation dans le domaine kinase de BCR-ABL1 est responsable 

de cette résistance. Cette proportion monte à 52% de patients en phase accéléré et 75% des 

patients en crise blastique (Soverini et al. 2006). Ces mutations altèrent la liaison de l’imatinib 

à BCR-ABL1, sans altérer la liaison de l’ATP ou l’activité kinase de la protéine (Corbin et al. 

2002). D’autres mécanismes, dépendants ou indépendants de BCR-ABL1, peuvent également 

entrainer une résistance au traitement. C’est le cas d’une surexpression de la protéine BCR-

ABL1 par exemple (Donato et al. 2003; Gorre et al. 2010).  

 

2. ITK de seconde génération : nilotinib – dasatinib - bosutinib 

L’évolution vers les phases avancées de la LMC ont conduit au développement de nouveaux 

inhibiteurs de kinases capable de surmonter la résistance à l’imatinib.  

- Le nilotinib (AMN107, Tasigna®, Novartis) a été développé en modifiant la structure 

de l’imatinib. Cette molécule se lie à BCR-ABL1, au site de liaison à l’ATP, avec une 

plus grande affinité que l’imatinib (Weisberg et al. 2005; Weisberg et al. 2006).  

- Le dasatinib (BMS-354825, Sprycel®, Bristol-Myers Squibb), possède une structure 

chimique différente mais entre également en compétition avec l’ATP. Cette molécule 

peut se lier aux formes active et inactives de BCR-ABL1 avec une affinité encore 

supérieure par rapport au nilotinib (Tokarski et al. 2006).  

- Le bosutinib (SKI-606, Pfizer) se lie aux conformation inactives et intermédiaire de 

BCR-ABL1 pour inhiber efficacement son activité (Puttini et al. 2006; Konig et al. 

2008).  

Ces ITK de seconde génération sont plus efficaces pour éviter une évolution de la LMC vers 

une crise blastique que l’imatinib. Ils sont également moins sensibles aux mutations qui peuvent 

se produire dans BCR-ABL1 (figure 12) (Soverini et al. 2015). Il y a néanmoins une mutation 

particulière qui reste un obstacle à l’efficacité de ces traitements, la T315I.  
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Figure 12 : Représentation et positionnement des mutations perturbant les traitements par les ITKs  

(d’après Soverini et al., 2015) 

A. Représentation du positionnement des mutations principalement responsables des résistances aux traitement : dans le 

domaine kinase de BCR-ABL1.  

B. Détails des mutations responsables des résistances aux différents ITKs. 

 

3. ITK de troisième génération : ponatinib  

Compte tenu de l’échec de la lutte contre BCR-ABL1 portant la mutation T315I par les ITKs 

de première et de seconde génération, une troisième génération d’ITK a été mise au point. Le 

ponatinib (AP24534, laboratoire ARIAD) a montré son efficacité lors de la résistance aux autres 

traitements, y compris contre la mutation T315I (O’Hare et al. 2009). Dans ce cas, le ponatinib 

inactive BCR-ABL1 en induisant un changement de conformation.  

 

Ainsi, le choix du traitement à mettre en place lorsqu’un patient présente une résistance au 

traitement de première intention qu’est l’imatinib, dépend fortement des mutations portées par 

BCR-ABL1.  

 

D. Les mécanismes impliqués dans l’évolution de la LMC 

Les mécanismes responsables de l’évolution de la LMC de la phase chronique vers les phases 

avancées de la maladie sont encore mal connus. Néanmoins, certaines altérations génétiques 

ont été identifiée comme pouvant être impliquées dans cet avancement pathologique comme 



34 

 

l’altération de proto-oncogènes pour générer des oncogènes ou l’inactivation de gènes 

suppresseurs de tumeur (Beck et al. 2000). De plus, hormis la présence du chromosome de Ph, 

le caryotype est normal pour les cellules LMC en phase chronique. C’est lors de l’évolution 

vers les phases accélérées et blastiques que des aberrations chromosomiques apparaissent (Beck 

et al. 2000). Comme vu précédemment, de nombreux défaut de fonctionnalité des systèmes de 

réparation de l’ADN peuvent être assimilés à ces aberrations génétiques. Des anomalies de 

nombre de chromosomes sont ainsi associées à 80% des transitions de la phase chronique à la 

phase aiguë (Rowley et Testa 1982). Il est commun d’observer un gain du chromosome 8 ou 

19, du chromosome de philadelphie lui-même ou encore la présence d’un chromosome i(17q).  

 

1. La place de p53 dans la LMC 

Le chromosome i(17q) correspond à un isochromosome 17 qui a dupliqué son bras long (q) 

suite à la perte de son bras court (p). Ce chromosome est observé chez près de 20% des patients 

qui se trouvent en phase aiguë de la LMC. Or le gène suppresseur de tumeur TP53 est localisé 

sur le bras court du chromosome 17. De plus, des altérations de p53, protéine codée par le gène 

TP53, sont retrouvées chez 20 à 30 % des patient qui sont en crise blastique de LMC (H. Ahuja 

et al. 1989; Kelman et al. 1989). C’est d’ailleurs cette protéine pour laquelle il y a le plus 

fréquemment des anomalies observées lors des phases avancées de la LMC (H. Ahuja et al. 

1989; Feinstein et al. 1991). Il peut s’agir de mutations ponctuelles du gène TP53, de délétion 

du chromosome 17p ou d’autres réarrangements.  

L’implication de p53 dans la progression de la LMC en crise blastique a été mise en évidence 

par un modèle de souris exprimant BCR-ABL1 mais KO pour TP53 (Skorski et al. 1996; Honda 

et Hirai 2001; Honda et al. 2000). En effet, pour ces souris, la transition de la LMC vers la crise 

blastique se fait plus rapidement que chez des souris exprimant la forme sauvage de p53.  

 

L’implication générale de p53 dans le développement des cancers est un cas particulièrement 

intéressant. Le gène TP53 est en effet muté dans plus de 50% des cancers et sa fonction est 

altérée dans de nombreux autres (Brooks et Gu 2006; Soussi et Wiman 2007). L’étude de ce 

gène individuel fera donc également l’objet d’une partie de cette thèse et sera décrite 

ultérieurement dans le manuscrit.  
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2. D’autres mutations impliquées dans l’évolution la LMC 

Dans 80 % des cas, l’évolution de la LMC de la phase chronique vers la phase blastique est 

associée à des anomalies chromosomiques (Rowley et Testa 1982). Les anomalies les plus 

fréquentes sont des gains de chromosomes 8, 19 ou du chromosome de Ph (Melo et Barnes 

2007). Ainsi que la perte du chromosome ou partie du chromosome 17 (i(17q)) comme décrit 

dans la partie ci-dessus.  

Lors de la duplication des chromosomes il y a duplication de l’ensemble des gènes qu’ils 

portent. Ce gain d’une copie des gènes semble impliqué dans la pathogénicité de la LMC. La 

duplication du chromosome 8 par exemple, permet l’expression d’une copie supplémentaire de 

l’oncogène MYC. Ce gène est justement amplifié et sur-exprimé dans certains cas de LMC en 

crise blastique et parfois associé à une trisomie du chromosome 8 (Blick et al. 1987).  

 

Des études ont aussi été menées sur des gènes suppresseurs de tumeur en particulier. Ainsi les 

gènes CDKN2A et RB1, respectivement localisés sur les chromosomes 9 et 13, ont été identifié 

comme étant altérés chez des patients en crise blastique (Ahuja et al. 1991; Beck et al. 2000; 

Sill et al. 1995; Towatari et al. 1991; Williams et Sherr 2008). Dans le cas de ces deux gènes, 

ce sont rarement des altérations chromosomiques qui sont mis en évidence mais plutôt des 

altérations des gènes eux-mêmes (Johansson et al. 2002).  

De manière générale, la délétion de ces gènes suppresseurs de tumeur, comme l’expression 

accrue d’oncogènes, sont utilisés comme marqueur de l’évolution de la maladie mais ne sont 

pas nécessairement considérés comme étant les agents responsables de son aggravation. Il 

existe une grande variété de lésions génétiques rapportées comme étant impliquées dans la 

transition vers la crise blastique. Ce sont donc probablement de multiples lésions qui coopèrent 

afin d’induire le phénotype blastique de la LMC (Deininger et al. 2000).  

 

E. Les modèles existants pour l’étude de la LMC 

Différents systèmes expérimentaux ont été développés afin d’étudier la physiopathologie de la 

LMC. Chacun possède des avantages et des inconvénients mais aucun ne représente un modèle, 

in vitro ou in vivo, idéal qui permettrait de couvrir tous les aspects de la LMC humaine.  

 

1. Les lignées cellulaires 

Les lignées de fibroblastes étant facile à manipuler, elles ont été largement utilisées pour la 

recherche sur la LMC. De plus leur transformation peut être suivie par un test de croissance en 
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agar-mou, c’est-à-dire en absence d’ancrage (Todaro et Green 1964). Cependant, selon la lignée 

dans laquelle BCR-ABL1 est intégrée, différentes conséquences sont observées. Ainsi, 

l’expression de BCR-ABL1 est suffisante pour transformer les fibroblastes RAT-1 (Lugo et 

Witte 1989) mais pas les fibroblastes de souris NIH 3T3 (Daley et al. 1987). Des expériences 

ont également montré des différences entre les fibroblastes et les cellules hématopoïétiques, 

notamment lors de l’utilisation de mutants de BCR-ABL1. Ainsi, la protéine BCR-ABL1 sans 

domaine SH2 permet toujours la transformation de cellules 32D hématopoïétiques (Ilaria et 

Van Etten 1995) mais pas celle des fibroblastes RAT-1 (Afar et al. 1994). Les interactions de 

BCR-ABL1 avec d’autres protéines sont aussi différentes chez les cellules hématopoïétiques et 

les fibroblastes. C’est le cas pour CRKL qui est impliqué dans l’activation de RAS et la 

transformation dans les fibroblastes (Senechal et al. 1996) mais pas dans les cellules 

hématopoïétiques (Heaney et al. 1997).  

 

Parmi les cellules hématopoïétiques utilisées comme modèle d’étude de la LMC, la plus 

connues est la lignée K562. Le principal inconvénient de ces lignées hématopoïétiques est 

qu’elles sont issues de patients en crise blastique de la LMC et possèdent donc des anomalies 

génétiques en plus de l’oncogène BCR-ABL1. Ce qui en fait un modèle peu intéressant pour la 

compréhension de la LMC en phase chronique et de son avancement vers les phases accélérée 

et blastique (Deininger et al. 2000). De plus ces cellules subissent un grand nombre de divisions 

cellulaire et acquièrent toujours de nouvelles altérations génétiques au cours du temps (Clarke 

et Holyoake 2017). Actuellement il n’existe pas de lignée cellulaire issue de la phase chronique 

de la maladie et les tentatives d’immortalisation de ce type de cellules issues de patients a 

échoué (Deininger et al. 2000).  

Une approche intéressante consiste à étudier des cellules souches embryonnaires transduites 

pour exprimer BCR-ABL1. Ce modèle reproduit un signe clinique de la maladie dans un modèle 

murin (OP9) qui est l’expansion de la lignée myéloïde (Era et Witte 2000).  

 

Finalement, l’utilisation de lignées cellulaires pour étudier la LMC a incontestablement 

contribué à la compréhension de la maladie. Nombre de protéines qui interagissent avec BCR-

ABL1 ont été identifiées dans des lignées cellulaires qui exprime cette protéine de fusion. Mais 

bien que ces lignées cellulaires représentent un puissant outil d’étude de la LMC, les résultats 

doivent être confirmés par l’étude de cellules primaires issues de patients ou plus généralement 

dans des modèles humains.  
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L’étude de cellules primaires issues de patients LMC et leur comparaison à des cellules issues 

de donneurs sains, permet une meilleure compréhension des mécanismes moléculaires 

impliqués dans la mise en place de la LMC, notamment en phase chronique. Cela permet aussi 

l’acquisition de nouvelles données concernant les différences entre les propriétés cellulaires des 

cellules saines ou de LMC (Garin et al. 2000).   

 

2. Les modèles animaux 

Un modèle animal permet d’étudier la physiopathologie de la leucémie sur un organisme 

complexe ainsi que le développement et l’évaluation de nouveaux traitements. L’animal 

essentiellement utilisé pour l’étude in vivo de la LMC est la souris. Ces modèles murins ont été 

établis par transgenèse ou par transduction de cellules souches murines par un rétrovirus portant 

la séquence codante de l’oncogène de fusion BCR-ABL1.  

Lors de la transgenèse médiée par BCR-ABL1, la protéine de fusion BCR-ABL1 sera produite 

et exprimée tout au long de la vie de la souris. Bien que des promoteurs différents aient été 

utilisés pour diriger l’expression de BCR-ABL1 dans les tissus souhaités, ceci pose des 

problèmes de mortalité rapide des animaux. Ce qui ne permet pas une étude à long terme des 

cellules exprimant BCR-ABL1, notamment l’étude des mécanismes moléculaires impliqués 

dans la mise en place de la crise blastique. Il y a aussi des soucis quant à la toxicité de la protéine 

qui peut expliquer l’importante létalité embryonnaire observée pour ces animaux (Ma et al. 

2015; Heisterkamp et al. 1991). La stratégie employée pour palier à cette dernière difficulté est 

l’emploi d’un promoteur inductible pour contrôler l’expression de l’oncogène BCR-ABL1 

(Huettner et al. 2000; Koschmieder et al. 2005; Huettner et al. 2003).  

Des approches de transduction de la moelle osseuse des souris ont été développées en utilisant 

des rétrovirus codant pour BCR-ABL1 afin de modéliser la LMC (Daley et al. 1990; Kelliher 

et al. 1990). Ces souris montraient effectivement un syndrome myéloprolifératif semblable à la 

LMC et associé à l’expression de BCR-ABL1. Néanmoins, certaines des souris ayant reçu les 

cellules transduites pour exprimer BCR-ABL1 ont également développé d’autres maladies ou 

ont développé la LMC mais à des latences différentes.  

Puis des modifications ont permis d’améliorer les systèmes modèles en améliorant la 

construction des transgènes, la production des rétrovirus ou les conditions de l’infection (Pear 

et al. 1998; Zhang et Ren 1998; Li et al. 1999). Permettant l’obtention de modèles murins 

présentant une maladie de type LMC semblable à la LMC humaine. Ces systèmes constituent 

des outils importants pour comprendre les mécanismes de la LMC, la progression de la maladie 
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et la résistance aux traitements (Wolff et Ilaria 2001). Cependant, le titre viral utilisé pour 

l’infection reste une source de variabilité dans la reproductibilité des modèles et le choix du 

promoteur pour l’expression de BCR-ABL1 induit une expression à latence variable (Sontakke 

et al. 2016).  

Les modèles de transduction/transplantation s’avèrent plus efficaces que les souris 

transgéniques car l’approche est plus simple et rapide à mettre en place. Ils permettent des 

études fonctionnelles de l’implication de BCR-ABL1 dans l’induction de la LMC et l’étude des 

différentes voies de signalisations activées dans cette oncogenèse. Ces systèmes facilitent 

également l’analyse fonctionnelle de gènes en particulier et impliqués dans les voies de 

signalisations activées lors de la mise en place et de l’évolution de la LMC (Ma et al. 2015).  

 

En transplantant des cellules leucémiques d’un patient en phase blastique de LMC dans des 

souris SCID « severe combined immunodeficiency », Sawyers et al. ont observé une croissance 

de myoblastes leucémiques reproductible dans les tissus hématopoïétiques de ces souris 

immunodéficientes (Sawyers et al. 1992). Puis Sirard et al. ont montré que des souris SCID 

irradiées pouvaient être transplantées avec des cellules normales (Ph-) et des cellules 

leucémiques (Ph+) provenant de patients en phase chronique ou blastique de LMC. Les cellules 

de patients en crise blastiques envahissent plus rapidement et à un haut niveau la moelle osseuse 

des animaux SCID par rapport aux cellules de patients en phase chronique (Sirard et al. 1996).  

 

3. Un nouveau modèle d’étude de la LMC 

Autant les modèles cellulaires que les modèles animaux ont permis une meilleure 

compréhension de la LMC. Il reste cependant plusieurs biais liés à leur utilisation. Les modèles 

animaux notamment nécessitent forcément une transposition à l’Homme. Quant aux lignées 

cellulaires issues de patients, elles ne tiennent pas compte de la grande variabilité génétique qui 

existe entre chaque individu lors de l’évolution de la maladie. L’utilisation de cellules primaires 

issues de patients passent également outre la variabilité génétique ou épigénétique propre à 

l’individu et qui fait qu’un modèle unique ne peut s’appliquer dans ce cas.  

Dans le modèle que nous proposons de construire, nous partons certes d’une lignée cellulaire, 

mais non pas de patient, mais saine. Il n’y a donc pas d’anomalie génétique liée à la LMC qui 

peut interférer dans l’interprétation des observations. En intégrant l’oncogène BCR-ABL1 dans 

le génome de ces cellules, il sera possible de suivre l’évolution de la LMC depuis sa phase 

chronique jusqu’à ses phases avancées. Une transposition des résultats aux cellules issues de 
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patients à différentes phases de la maladie sera toujours indispensable. Mais établir un modèle 

de transformation cellulaire défini permet de suivre au cours du temps et de la transformation, 

quels sont les changements majeurs qui s’appliquent et de cibler directement chez les individus 

malades ces changements.  

 

III. Le système CRISPR-Cas9  

A. Un système d’édition du génome  

En 2012, deux articles ont montré comment les composants de base du système immunitaire 

adaptatif des procaryotes, peuvent être utilisés pour cliver spécifiquement, in vitro, un fragment 

d’ADN (Jinek et al. 2012; Gasiunas et al. 2012). Ce système clustered regularly interspaced 

short palindromic repeats (CRISPR)-CRISPR-associated 9 (Cas9), système CRISPR-Cas9, 

consiste en un complexe ARN-protéine.  

Quelques mois plus tard, l’efficacité de ce nouvel outil a été démontrée dans des cellules de 

mammifères avec l’obtention de différents types de modifications génétiques par transfection 

d’un vecteur exprimant la Cas9 et un ARN guide (sgARN) (Cong et al. 2013; Mali et al. 2013; 

Jinek et al. 2013). Le sgARN cible une séquence de 20 nucléotides dans le génome et va y 

conduire l’endonucléase Cas9 afin qu’elle puisse induire spécifiquement une coupure double-

brin (figure 13). La séquence ciblée par le sgARN doit être suivie d’une séquence PAM c’est-

à-dire une séquence NGG. Dans le cas de la Cas9 du Streptococcus pyogenes, la présence de 

cette séquence PAM est indispensable pour l’action de la Cas9 qui va induire la coupure double 

brin 3 ou 4 nucléotides en 5’ de la PAM (figure 13).  
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Figure 13 : Représentation schématique du clivage d’une séquence d'ADN reconnue par le système CRISPR-Cas9  

(d’après NEB) 

 

Deux mécanismes de réparation de l’ADN peuvent alors se déclencher (figure 14). 

Premièrement, la réparation par NHEJ va assembler les extrémités franches de l’ADN. C’est la 

méthode utilisée pour l’inactivation d’un gène puisqu’elle génère des insertions ou délétions 

(indels) de quelques nucléotides qui peuvent perturber la séquence codante du gène. La seconde 

voie de réparation est la recombinaison homologue (RH). Elle implique qu’un ADN donneur 

soit utilisé comme matrice pour une réparation, permettant de restaurer la séquence initiale de 

l’ADN. Il est possible d’utiliser la RH pour introduire des mutations spécifiques en apportant 

soi-même une matrice de recombinaison homologue choisie. Ainsi il est possible de générer 

une mutation ponctuelle en particulier, de remplacer un gène par un autre ou même d’insérer la 

séquence codante d’un gène entier (Patrick et al. 2014). 
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Figure 14 : Représentations schématique des voies de réparation par NHEJ ou RH d'une cassure double-brin dans l'ADN 

suite à l'action du système CRISPR-Cas9 

 

Ce système simple et efficace a ouvert la voie à une nouvelle ère dans l’édition du génome.  

En effet, cette technologie peut être utilisée pour cibler, modifier, réguler ou marquer des loci 

génomiques dans de nombreuses cellules ou organismes.  

 

B. Le système CRISPR-Cas9 pour la modélisation d’altérations 

oncogéniques 

Le processus de transformation d’une cellule normale en cellule tumorale nécessite 

l’accumulation de plusieurs mutations. Il en résulte des inactivations de gènes suppresseurs de 

tumeur et l’activation d’oncogènes qui définissent le phénotype tumoral. Par la suite, les 

cellules tumorales, du fait de leur grande instabilité génétique, vont accumuler toujours plus de 

mutations qui vont permettre la progression du cancer (Hanahan et Weinberg 2011). Le système 

CRISPR-Cas9 est efficace et accessible, il peut être utilisé pour produire un modèle de cancer 

en se basant sur les mutations les plus fréquemment identifiées dans les tumeurs humaines. 

Dans le cas de certains cancers, une mutation en particulier qui le caractérise peut aussi être 

facilement reproduite. L’utilisation de ce système pour modifier le génome des cellules permet 

une imitation plus fidèle des altérations naturellement présentes dans les cellules. Ceci permet 

alors une caractérisation fonctionnelle des mutations individuelles en utilisant des modèles 

expérimentaux in vitro ou in vivo. En effet, comme vu précédemment, la plupart des outils 



42 

 

utilisés jusqu’à présent pour créer des modèles de maladies reposait sur un système viral pour 

lequel il y a insertion du génome des virus dans le génome des cellules ciblées.  

 

1. L’inactivation d’un gène par NHEJ : Knock-Out 

L’application la plus simple de la technologie CRISPR-Cas9 est l’inactivation de gènes. La 

cellule en réparant par NHEJ va induire des indels qui vont provoquer un décalage du cadre de 

lecture (figure 14). Ainsi il est possible d’étudier un gène en particulier pour en comprendre le 

rôle. Appliquer cette démarche à un gène suppresseur de tumeur permet d’étudier son rôle dans 

le processus de cancérisation. Dans leur étude, Malina et al., ont réalisé une disruption du gène 

Trp53 dans des cellules MEFs en utilisant le système CRISPR-Cas9 porté par un vecteur 

lentiviral et qui cible l’exon 7 de ce gène. Pour enrichir leur population cellulaire en cellules 

qui sont KO pour le gène Trp53, un traitement à la nutline-3a à 10µM pendant 24h a été 

appliqué sur les cellules, 72 heures après l’infection (Malina et al. 2013). La nutline-3a est un 

inhibiteur spécifique de l’interaction p53-MDM2 qui provoque, selon la dose utilisée, un arrêt 

du cycle cellulaire chez les cellules exprimant la protéine p53 sous sa forme sauvage (Vassilev 

2005).  

Si un vecteur permet l’expression de plusieurs sgARN, alors il permettra d’inactiver 

simultanément plusieurs gènes dans la cellule qui l’exprime. Cette expérience a été réalisée 

avec succès dans des cellules MEFs pour inactiver les gènes Trp53, PTEN et VHL, qui sont 

trois gènes suppresseurs de tumeur (Albers et al. 2015).  

 

2. L’introduction d’une mutation par RH : Knock-In (KI) 

Outre l’inactivation des gènes, cet outil peut être mis en œuvre pour une édition plus précise du 

génome. Pour étudier une mutation ponctuelle observée dans un oncogène par exemple. Dans 

ce cas, CRISPR-Cas9 est utilisé conjointement à un ADN donneur qui va apporter la mutation 

d’intérêt flanquée de part et d’autre de séquences homologues au locus ciblée et qui sert de 

matrice pour une RH (figure 14). Cette stratégie a été utilisée pour l’étude de la mutation Y537S 

du gène ESR1 (« Estrogen Receptor 1 ») dans la lignée cellulaire luminale du cancer du sein : 

MCF7. Cette mutation est l’une des plus fréquemment observées dans le cas des cellules 

tumorales pour lesquelles il y a absence de réponse au traitement par les anti-œstrogènes. Dans 

leur étude, les auteurs ont utilisé un plasmide contenant une séquence d’homologie de 1,8 kb, 

et englobant la mutation d’intérêt, pour matrice ADN à la RH (Harrod et al. 2017). Une 

alternative pratique à l’utilisation d’une matrice ADN double brin pour générer une mutation 
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ponctuelle, est l’utilisation d’un oligonucléotide simple brin. C’est la stratégie qui a été utilisée 

pour l’étude du gène XPO1 qui code pour la protéine exportine 1 (Neggers et al. 2015). Les 

auteurs souhaitaient obtenir une lignée cellulaire homozygote pour la mutation C528S du gène 

XOP1 afin que les cellules deviennent résistantes au selinexor, anticancéreux qui inhibe 

l’exportine 1. L’oligonucléotide choisi comme matrice de réparation de l’ADN est de 135 bases.  

Toutefois, malgré le fort potentiel de la méthode utilisant la RH pour modifier l’ADN, elle reste 

peu efficace ou même inefficace selon les lignées cellulaires utilisées.  

 

3. D’autres modifications possibles 

Alors que l’utilisation d’un sgARN unique permet d’inactiver le gène qu’il cible, l’utilisation 

de deux sgARN simultanément peut générer des altérations structurelles plus conséquentes dans 

le génome suite à la réparation de l’ADN. Cette stratégie a été mise en œuvre pour modéliser 

des réarrangements fréquemment observés dans les cellules tumorales humaines et qui 

induisent l’expression de protéines de fusions ayant des propriétés oncogéniques.  

Si les deux sgARN ciblent le même chromosome, il est possible de générer une délétion d’un 

locus en particulier (figure 15) ou l’inversion du fragment visé (figure 16) (Kataoka et al. 2016).  

 

 

Figure 15 : L'expression de deux ARN guides et de la Cas9 permet de déléter un fragment d'un gène 
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Figure 16 : Inversion chromosomique impliquant les gènes 1 et 2 suite à l'action de la protéine Cas9 et de deux ARN guides 

ciblant ces gènes en question 

 

Dans leur étude, Choi et Meyerson ont généré par CRISPR-Cas9 deux inversions 

intrachromosomale impliquées dans le cancer du poumon : EML4-ALK et KIF5B-RET (Choi et 

Meyerson 2014). EML4-ALK est le produit d’une inversion paracentrique (figure 16) qui se fait 

dans le bras court du chromosome 2. KIF5B- RET résulte d’une inversion péricentrique entre 

les deux bras du chromosome 10. Pour générer ces inversions en particulier, les auteurs ont 

transfecté des cellules HEK 293T avec un plasmide permettant l’expression des sgARNs ciblant 

la séquence d’intérêt et l’expression de la protéine Cas9. Dans les deux cas les sites de coupures 

par les sgARN étaient espacé de plusieurs milliers de bases (> 11Mb).  

Cette stratégie s’appuie sur le NHEJ pour réparer les cassures double brin générées et les auteurs 

ont constaté une haute fréquence de fusion directe et exacte, c’est-à-dire sans indels au point de 

fusion.  

 

Si les deux sgARN ciblent deux chromosomes différents, cela peut aussi générer une 

translocation chromosomique (figure 17).  
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Figure 17 : Si les ARN guides ciblent des chromosomes différents, alors le système CRISPR-Cas9 peut générer une 

translocation chromosomique 

 

Cette stratégie a été employée pour induire une translocation entre les chromosomes 5 et 6 dans 

des cellules HEK293T (Choi et Meyerson 2014). Cette translocation permet la formation de 

l’oncogène de fusion CD74-ROS1 impliqué dans le cancer du poumon. Un autre groupe a utilisé 

cette approche pour générer une translocation entre les chromosomes 8 et 21, d’abord dans des 

cellules HEK 293A, afin de modéliser le gène de fusion RUNX1-ETO. Puis ont vérifié avec 

succès que cette stratégie pouvait être appliquée à des cellules souches hématopoïétiques 

humaines CD34+ isolées de sang de cordon ombilical (Torres et al. 2014).  

Deux sgARN ciblant les gènes BCR et ABL1 à des point définis, pourront donc être envisagée 

pour modéliser la translocation entre les chromosomes 9 et 22, responsable la fusion entre BCR 

et ABL1 et impliqué dans le développement de la leucémie myéloïde chronique. 

 

C. Le système CRISPR-Cas9 en masse : les banques 

Les cellules cancéreuses, de par leur instabilité génétique, acquièrent toujours de nouvelles 

aberrations génétiques. Ces mutations sont caractéristiques de la progression tumorale et 

confèrent aux cellules cancéreuses la capacité à échapper aux traitements. Pour modéliser cette 

instabilité génétique, la technologie CRISPR-Cas9 est utilisée sous forme de banques. La 
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spécificité de la Cas9 à cibler un gène est liée à son sgARN, qui est une courte séquence. Il est 

donc facile de générer une librairie de séquences guides afin d’explorer à grande échelle les 

fonctions des gènes (Shalem et al. 2014).  

 

1. Crible génétique s’appuyant sur une perte de fonction 

La banque « Genome-scale CRISPR Knock-Out » (GeCKO) permet de générer des KO des 

gènes, elle permet donc l’identification de gènes impliqués dans un mécanisme mais lorsque 

ceux-ci sont inactifs. Pour constituer cette banque, les auteurs se sont basés sur des vecteurs 

lentiviraux qui permettent simultanément l’expression de la protéine Cas9, du sgARN et du 

gène de sélection : la résistance à la puromycine. La voie lentivirale est choisie car elle permet 

de contrôler le nombre de copies transgéniques. De plus, les virus intégrés sont maintenus de 

façon stable dans le génome de ces cellules au cours de la réplication. Pour leurs expériences, 

c’est un total de 18 080 gènes du génome humain qui seront ciblés par cette banque, à raison 

de 3 ou 4 sgARN différents par gènes, soit 64 751 sgARN uniques (Shalem et al. 2014). 

Dans leur étude, Shalem et al., cherchent d’abord à identifier les gènes essentiels à la viabilité 

cellulaire dans le cancer et les cellules souches pluripotentes en utilisant un crible négatif. Les 

auteurs ont alors suivi une perte de représentativité des sgARN au cours du temps dans des 

populations cellulaires. Ainsi la lignée cellulaire A375 de mélanome humain et les cellules 

souches humaines HUES62 sont transduites avec la banque de sgARN GeCKO. 14 jours après 

la transduction, une analyse par séquençage haut débit permet de suivre la perte d’expression 

de certains sgARN. Après analyse, cette perte de diversité des sgARN dans les cellules 

survivantes, montre que la plupart d’entre eux ciblent des gènes essentiels. L’utilisation de la 

banque GeCKO pour identifier des gènes essentiels à la survie cellulaire est donc possible via 

un crible négatif. Ceci permet de révéler des gènes à cibler dans le cas d’une lutte contre le 

cancer.  

 

Mais cette banque leur a aussi permis d’identifier des gènes impliqués dans la résistance à un 

traitement anti-cancéreux en particulier. La sélection effectuée est alors positive. La lignée 

A375 de mélanome humain, qui possède une forme mutante de la protéine kinase BRAF, a été 

utilisée pour identifier les gènes impliqués dans la résistance au traitement vémurafénib. Le 

vémurafénib est un traitement qui inhibe la protéine kinase BRAF mutante (Shalem et al. 2014). 

Le traitement au vémurafénib provoque un arrêt de croissance des cellules A375. Après 

transduction de la banque GeCKO dans ces cellules et leur traitement à cette drogue, la 
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population cellulaire sera enrichie en cellules devenue résistantes au traitement après leur 

modification par le système CRISPR-Cas9. A nouveau, après 14 jours de traitement, une 

comparaison de la représentativité des sgARN exprimés par les cellules non traitées ou traitées, 

montre une distribution différente des sgARN. De plus cette analyse montre que pour certains 

gènes, ce sont plusieurs sgARN qui les ciblent qui sont sur-représentés (par exemple NF1, 

MED12, NF2, CUL3, TADA2B et TADA1). Ceci suggère que ces gènes en particulier 

contribuent effectivement au phénomène de résistance au traitement vémurafénib.  

L’approche CRISPR-Cas9 a permis aux auteurs de mettre à jour des gènes qui étaient déjà 

identifiés comme candidats pour le phénomène de résistance suite à l’utilisation de shARN, 

mais aussi de nouveaux. De nouvelles hypothèses peuvent donc être formulées pour expliquer 

le mécanisme de résistance au traitement. De plus il semble qu’il y ai une meilleure efficacité 

des sgARN pour interrompre l’expression d’un gène en comparaison à l’utilisation de l’ARN 

interférence (ARNi). En effet, l’ARNi va réduire l’expression protéique en ciblant l’ARN et 

empêcher sa traduction. Cette méthode permet seulement le ciblage des ARN, de façon 

incomplète. Les sgARN en revanche induisent une réelle perte de fonction en ciblant 

directement le génome. Ce qui permet d’ailleurs de cibler plus de fonctions que les séquences 

codantes seules. Un sgARN va ainsi pouvoir cibler un promoteur, un site d’épissage, ect et 

permettre des études plus précises des gènes et de leur régulation (Shalem et al. 2014).  

 

2. Crible génétique s’appuyant sur un gain de fonction 

Une approche complémentaire a ensuite été publiée par le même groupe mais en identifiant 

cette fois les gènes impliqués dans la résistance au traitement suite à une surexpression 

(Konermann et al. 2015). Dans ce cas, la protéine Cas9 ne possède pas son activité catalytique 

(dCas9) mais agit comme facteur de transcription pour activer l’expression du gène ciblée par 

l’ARN guide. En effets, la dCas9 est fusionnées avec un domaine activateur de transcription : 

VP64. Cette dCas9-VP64 va cibler la région promotrice des gènes pour moduler leur 

expression. Pour accroitre encore l’activation de la transcription des gènes ciblés, les sgARN 

ont été modifiés par ajout d’un aptamère qui lie la protéine d’enveloppe de bactériophage MS2 

dimérisée. Cette protéine MS2 est elle-même fusionnée avec les domaines activateurs p65 et 

HSF1. La présence simultanée de ces trois domaines d’activation, VP64, p65 et HSF1, permet 

une activation robuste de la transcription (figure 18).  
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Figure 18 : Représentation schématique du système SAM permettant la surexpression des gènes  

(Konermann et al. 2015) 

 

Ce système « Synergistic Activation Mediators » (SAM) est un complexe protéique conçu pour 

activer la transcription des gènes endogènes. La banque SAM se compose de 70 290 guides qui 

ciblent 23 430 séquences codantes et ses différentes isoformes. Soit 3 sgARN par isoformes qui 

vont reconnaitre un site distant de moins de 200pb en amont du site d’initiation de la 

transcription (Konermann et al. 2015).  

Tout comme pour la banque d’inactivation GeCKO, la banque SAM a été utilisée sur des 

cellules A375 de mélanome qui ont ensuite subit un traitement par l’anti-cancéreux 

vémurafénib. Après 14 jours de traitement, la distribution des sgARN a été comparé entre les 

cellules n’ayant pas subit le traitement et les cellules traitées. Cette analyse a montré des 

différences de représentativité des guides. Pour certains gènes, plusieurs sgARN qui le cible 

ont été enrichis dans la population de cellules traitées indiquant leur probable implication dans 

le phénomène d’absence de réponse au traitement (Konermann et al. 2015). 

 

Dans leurs stratégies de perte et de gain de fonction, les analyses par séquençage des groupes 

de sgARN enrichis suite à un traitement à la vémurafénib ont permis une identification fiable 
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de gènes qui sont potentiellement impliqués dans la résistance au traitement. Pour argumenter 

l’implication de ces gènes dans ce phénomène de résistance, les auteurs ont sélectionné les 

gènes pour lesquels au moins trois sgARN distincts étaient significativement enrichis en 

présence de vémurafénib. Pour valider les résultats ils ont réalisé des pertes ou gains de fonction 

de façon individuelle sur les dix gènes les plus significativement représenté dans chacun des 

deux cribles. Ces expériences ont confirmé que la réactivation de la voie ERK semble être 

impliquée dans la mise en place de la résistance contre le vémurafénib (Konermann et al. 2015).  

Ainsi, en appliquant la technologie CRISPR-Cas9 pour des analyses à haute résolution des 

éléments fonctionnels de l’ADN, une meilleure compréhension de la régulation de l’expression 

génique au cours de la mise en place et de la progression du cancer est désormais simple et peu 

coûteuse. 

 

IV. Construction d’un modèle cellulaire pour l’étude de la LMC 

Comme décrit précédemment, les systèmes viraux peuvent être utilisés pour construire un 

modèle cellulaire humain de la LMC. Les éléments génétiques impliqués dans la mise en place 

du cancer sont en partie identifiés et la construction d’un modèles cellulaire par cette voie est 

maitrisée (Durrieu-Gaillard et al. 2017). Néanmoins les nouvelles technologies mise à jour ces 

dernières années permettent d’envisager une nouvelle démarche pour la construction des 

modèles de maladies. La technologie CRISPR-Cas9 en particulier semble être une bonne 

stratégie à développer dans le laboratoire. L’utilisation de cet outil permet de générer les 

mutations désirées de façon plus physiologique puisqu’elle évite l’utilisation de virus dont le 

génome s’intègre à celui des cellules ciblées.  

Les cellules qui ont été choisies pour la construction de ce modèle de la maladie sont les cellules 

BJ-5ta. Ce sont des fibroblastes humains diploïdes immortalisés avec hTERT mais qui ne 

possèdent à priori pas d’autre mutations dans leur génome. Ces cellules sont présentes au 

laboratoire et ont été caractérisées quant à l’expression des gènes que je souhaite suivre durant 

la construction du modèle. Le choix de ces cellules repose sur leur immortalité et la facilité de 

leur entretien en culture cellulaire. Je suppose donc que le succès de leur transformation en 

cellules cancéreuse reposera sur les éléments génétiques que j’aurai choisi de perturber. Elles 

ont été validées comme ne pouvant pas former de colonies en soft agar, ce qui est une preuve 

de leur caractère non tumoral. La première étape de la transformation de ces cellules sera 

l’expression de l’oncogène BCR-ABL1. Ce gène de fusion est obtenu par la translocation 9;22. 

Forcer cette translocation à se produire dans les BJ-5ta en utilisant des sgARN adéquats est une 
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stratégie envisagée (figure 17). Néanmoins, les cellules BJ-5ta se transfectent difficilement et 

la probabilité d’obtenir une translocation stable dans ces cellules est limitée. Une autre stratégie 

est mise en place : l’intégration de la séquence codante de l’oncogène BCR-ABL1 dans le 

génome des cellules par la voie lentivirale. Un vecteur lentiviral portant cette séquence codante 

et les virus qu’il a permis de produire étaient disponible. Pour faire rapidement et facilement la 

preuve de faisabilité de ce modèle c’est donc cette seconde stratégie qui est employée 

concernant l’expression BCR-ABL1.  

Les étapes suivantes consisteront à induire un KO du gène TP53 puis un KO du gène RB1 par 

la technique CRISPR-Cas9. Les cellules ainsi obtenues exprimeront l’oncogène impliqué dans 

le développement de la maladie, BCR-ABL1, auront deux gènes suppresseurs de tumeur 

inactivés, TP53 et RB1 et seront immortalisées avec hTERT. Je suppose qu’avec ces 

changement génétiques et compte tenu des modèles préalablement construits (Durrieu-Gaillard 

et al. 2017; Hahn et al. 2002), les cellules seront totalement transformées et auront développé 

un phénotype tumoral. Effectivement, pour rappel, l’oncoprotéine BCR-ABL1 régules les 

activités de RAS et PP2A. Les modifications appliquées à ces deux éléments dans le système 

de Durrieu-Gaillard et al. seront ainsi compensées par l’expression de BCR-ABL1.  Mais ce ne 

sont pas ces cellules qui seront intéressantes. C’est plutôt celles qui seront partiellement 

transformées c’est à dire exprimeront l’oncogène BCR-ABL1, hTERT et auront un KO dans le 

gène TP53 ou RB1, mais pas les deux. Ces cellules pourront alors être utilisées pour réaliser un 

crible génétique afin d’identifier des gènes, qui lorsqu’ils sont inactivés, sont impliqués dans la 

transformation totale des cellules. Mon hypothèse est que ces gènes alors identifiés jouent un 

rôle dans la coopération oncogénique avec BCR-ABL1 et sont impliqués dans l’évolution de la 

LMC. Comme contrôle de ce crible génétique, les gènes TP53 ou RB1 seront attendu dans la 

liste des gènes identifiés. Ce crible sera possible par l’utilisation de la banque de lentivirus 

GeCKOv2. Cette banque est composée de 123 411 sgARN qui ciblent 19 050 gènes, soit 6 

sgARN par gènes, et de deux fois 1000 sgARN contrôles qui ne ciblent rien dans le génome 

(https://www.addgene.org/pooled-library/zhang-human-gecko-v2/). Tout comme (Shalem et 

al. 2014; Konermann et al. 2015), ce sont les gènes pour lesquels il y aura une sur-représentation 

des sgARNs qui seront identifiés comme pouvant être impliqués dans l’évolution de la LMC. 

Et ces derniers seront recherchés chez les patients à différentes phases de la LMC afin de 

confirmer leur implication dans l’évolution de la maladie.  

Ce qui est intéressant avec le système CRISPR-Cas9 et leur utilisation pour la modélisation des 

maladies, c’est que ce qui est vrai pour l’une, le sera aussi pour les autres. Cette technique va 

permettre une meilleure compréhension des maladies à différentes étapes de leur 

https://www.addgene.org/pooled-library/zhang-human-gecko-v2/
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développement. Cela va aussi permettre d’envisager de nouvelles approches thérapeutiques à 

long terme.  
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Chapitre 2 

I. « Tumor Protein 53 » : TP53 

Le gène TP53 et la protéine p53 qui lui correspond, sont probablement le gène et la protéine les 

plus étudiés avec plus de 90 000 entrées dans PubMed.  

 

 

Figure 19 : Nombre d'articles publiés dans PubMed sur p53 depuis les années 70 

 

Décrit pour la première fois en 1979 par six groupes de chercheurs indépendants, TP53 est 

d’abord considéré comme étant un oncogène surexprimé dans les cancers avant d’acquérir le 

titre du plus important gène suppresseur de tumeur et même de « gardien du génome » (pour 

revue : Lane 1992). Ce changement de statut intervient suite à la preuve apportée que p53 est 

inactivé directement par mutation du gène TP53 dans près de la moitié des cancers et inactivé 

de façon indirecte dans beaucoup d’autres. Ainsi, depuis 1989, le nombre de recherches menées 

sur TP53 et la quantité de publications le concernant ont largement augmenté (figure 19) 

(Vogelstein et al. 2000; Levine et Oren 2009). Il est aussi évident à présent que p53 a conservé 

ses caractéristiques structurelles et fonctionnelles dans de nombreuses espèces au cours de 

l’évolution.  

p53 est maintenant connu comme étant un facteur de transcription activé suite à un stress 

cellulaire : un dommage à l’ADN, l’activation d’un oncogène ou encore l’hypoxie. La protéine 

va alors se tétramériser avant de se fixer à l’ADN et activer la transcription de ses gènes cibles. 

Ceux-ci sont impliqués dans différentes voies pour le maintien de la cellule : l’arrêt du cycle 

cellulaire, la réparation de l’ADN, la senescence ou encore l’apoptose.  
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II. Structure de p53 

A. La famille p53 

La protéine p53 possède deux homologues : p63 et p73 (Kaghad et al. 1997; Yang et al. 1998). 

Ces protéines p53, p63 et p73 possèdent une forte homologie de séquence et de structure. Un 

ancêtre commun aux trois membres de la famille p53 a été identifié chez l’anémone de mer 

comme étant impliqué dans le maintien de l’intégrité du génome des cellules de la lignée 

germinale. Puis cet ancêtre commun a été identifié chez presque tous les invertébrés (Belyi et 

al. 2010). C’est chez les poissons cartilagineux qu’il y a eu duplication du gène, conduisant à 

l’expression de p53 et de p63/p73. Les versions des gènes codants les protéines p53, p63 et p73 

sont retrouvées à partir des vertébrés (poissons osseux et mammifères). Cette famille de gène a 

ainsi conservé ses propriétés structurales et fonctionnelles durant l’évolution (figure 20) (Belyi 

et al. 2010; Yang et al. 2002).  

 

 

Figure 20 : Arbre généalogique simplifié représentant la présence des membres de la famille p53 au cours du temps  

(d’après Lu et al. 2009) 

 

Chez l’Homme donc, les trois membres de la famille p53 sont présents. Tous ces membres 

possèdent quatre domaines très conservés : un domaine de transactivation (TA) en N-terminal, 
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un domaine riche en prolines (PR), un domaine de liaison à l’ADN (DBD) et un domaine 

d’oligomérisation (OD) en C-terminal de la protéine (figure 21). Les protéines p63 et p73 

contiennent également un domaine d’interaction protéine-protéine « sterile alpha motif » 

(SAM) en C-terminal (figure 21)(Dötsch et al. 2010).  

 

 

Figure 21 : Structure des protéines de la famille p53  

(d’après Lu et al. 2009)  

Les protéines p53, p63 et p73 possèdent un domaine de transactivation, un domaine riche en prolines (PR), un domaine de 

liaison à l’ADN et un domaine d’oligomérisation. Les protéines p63 et p73 possèdent en plus un domaine « sterile alpha 

motif » (SAM). 

 

Du fait de leur homologie, p53, p63 et p73 peuvent se lier et activer la transcription de la plupart 

des cibles de p53, provoquant un arrêt du cycle cellulaire ou l’apoptose. Mais p63 et p73 

possèdent également des rôles qui leur sont propres notamment dans le contrôle du 

développement et de la différenciation.  

 

B. Les protéines codées par TP53 

Le gène TP53 est positionné sur le chromosome 17p13 chez l’Homme (Baker et al. 1989). La 

transcription de ce gène est sous le contrôle de trois promoteurs : deux promoteurs alternatifs 

sur l’exon 1, P1 et P1’ et un promoteur interne, P2, situé dans l’intron 4 (figure 22A). L’épissage 

alternatif de l’ARN pré-messagers, l’usage d’un promoteur alternatif et une initiation de la 

traduction variable permet de générer neuf isoformes de la protéine p53 (Bourdon et al. 2005). 

La plus connue et la plus longue, aussi considérée comme étant la forme sauvage, est composée 

de 393 acides-aminés pour une migration à un poids moléculaire de 53kDa. Elle est aussi 

appelée p53α. Elle contient le domaine de transactivation en N-terminal, divisé en deux sous 

domaines TA1 et TA2 et comprenant le domaine riche en proline (PR), le domaine de liaison à 
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l’ADN suivi d’un signal de localisation nucléaire (NLS), puis du domaine C-terminal contenant 

le domaine d’oligomérisation (OD) (figure 22B).  

 

 

Figure 22 : Les différentes isoformes protéiques de p53 codées par le gène humain TP53  

(d’après Khoury et Bourdon, 2010)  

A. Représentation du gène TP53 humain. Les promoteurs P1, P1’ et P2 sont indiquéss par des flèches. Les exons sont 

représentés par des cases blanches (codants) ou noires (non codant) et les différents épissages possibles sont également 

indiqués avec l’isoforme concernée.  

B. Schéma des isoformes protéiques de p53. La forme longue p53α possède les domaines de transactivation TA1 et TA2, de 

domaine riche en prolines (PR), le domaine de liaison à l’ADN suivi du signal de localisation nucléaire (NLS) et finalement 

le domaine d’oligomérisation (OD) en C-terminal de la protéine. Les différentes isoformes obtenues par épissage sont 

indiquées comme p53, Δ40p53 ou Δ133p53 suivi des symboles α, β et γ. 

 

L’intron 9 de l’ARNm de p53 peut être épissé des trois différentes façons, induisant 

l’expression de protéines p53 avec des domaines C-terminal différents : p53α, p53β et p53γ. 

L’intron 2 subit également un épissage alternatif, conduisant à l’expression d’une protéine 

tronquée des 40 premiers acides-aminés : Δ40p53α et avec toujours les isoformes β et γ due aux 

différents épissages subit par l’exon 9. Le promoteur alternatif P2, conduit à l’expression d’une 

protéine p53 tronquée à l’extrémité N-terminal, avec une traduction initiée à partir du codon 

133 : Δ133p53α, β et γ. Les différents épissages de l’ARNm de p53 sont représentés dans la 

figure 22A et les formes protéines correspondantes dans la figure 22B.  
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III. Régulation de p53  

A. Activation de p53 

Les voies de signalisation déclenchées par p53 sont normalement inactives et ne sont pas 

nécessaires au bon fonctionnement d’une cellule. C’est seulement lorsque la cellule sera 

stressée ou endommagée que p53 sera rapidement stabilisée et activée via des mécanismes de 

régulation post-traductionnelle avec comme objectif le maintien de l’intégrité du génome de 

cette cellule. Pour cela, la protéine p53 agit en tant que facteur de transcription qui régule de 

nombreux processus cellulaires par l’intermédiaire de ses gènes cibles, notamment l’arrêt du 

cycle cellulaire ou l’apoptose si nécessaire.  

La forme active de p53 est un tétramère qui va se lier à une séquence consensus sur ses gènes 

cibles (Kern et al. 1991; Bargonetti et al. 1991; Stenger et al. 1992). Cette séquence comporte 

deux motifs palindromiques séparé par 0 à 13 pb : 5’ – RRRCWWGYYY (N) 

RRRCWWGYYY - 3’ avec R = A ou G, W = A ou T, Y = C ou T et N = 0 à 13 nucléotides. 

Cette séquence est appelée « p53 response element » (p53 RE) (El-Deiry et al. 1992).  

Des modifications post-traductionnelles (MPTs) sont donc impliquées dans la régulation de 

l’activité de p53. Or, p53 étant hautement régulé, il existe de nombreuses et diverses MPTs de 

cette protéine (figure 23). La protéine p53 peut ainsi être phosphorylée, acétylée, ubiquitinée, 

ect, et il semble que ces modifications affectent le repliement de la protéine pour réguler son 

activité. 

 

Figure 23 : Cartographie des modifications post-traductionnelles de la protéine p53 humaine  

(d’après Toledo et Wahl, 2006)  

Les résidus sont indiqués ainsi que leur position dans la protéine. Ces modifications peuvent être des phosphorylations (P) 

indiquées en orange, une acétylation (A) indiquées en vert, une ubiquitination (Ub) indiquées en violet, une méthylation (M) 

en bleu, une sumoylation (SU) en kaki ou une neddylation (N) en rose. 
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A noter également que selon les MPTs, p53 va pouvoir activer différentes cibles (Meek et 

Anderson 2009). L’acétylation de la lysine K320, par exemple, est favorable à l’activation des 

gènes impliqués dans l’arrêt du cycle cellulaire, là où l’acétylation de la lysine K373 est 

favorable à l’apoptose (Knights et al. 2006).  

 

Globalement, des modifications en C-terminal de p53, permettent d’améliorer sa liaison à 

l’ADN (Vogelstein et al. 2000). Ainsi, l’acétylation de la lysine K320 permet à p53 de réguler 

l’expression de p21 en se liant au promoteur du gène CDKN1A (Knights et al. 2006). De même, 

l’ubiquitination de la lysine K320 de p53 est également favorable à l’activation de p21, poussant 

les cellules vers un arrêt du cycle cellulaire plutôt que vers l’apoptose (Le Cam et al. 2006). En 

revanche, l’acétylation de la lysine K373 permet de renforcer l’interaction avec les promoteurs 

pour lesquels p53 n’a qu’une faible affinité de liaison. C’est le cas pour les gènes pro-

apoptotiques, notamment BAX.  

Quelques MPTs du domaine de liaison à l’ADN sont également rapportées. L’acétylation de la 

lysine K120 par exemple, est cruciale pour induire l’apoptose via l’activation des gènes BAX et 

BBC3 mais n’a pas d’incidence sur le cycle cellulaire (Tang et al. 2006; Sykes et al. 2006).  

Finalement, les phosphorylations en N-terminal affectent plutôt l’affinité de MDM2 pour p53 

et donc diminuent la dégradation de la protéine (Vogelstein et al. 2000). C’est notamment le 

cas pour les sérines S15 et S20 qui sont localisées dans le domaine de liaison à MDM2. Leur 

phosphorylation permet de dissocier MDM2 de p53 et de stabiliser la protéine (Shieh et al., 

1997).  Une phosphorylation supplémentaire sur la thréonine T18 modifie la conformation de 

p53 pour également empêcher l’interaction avec MDM2 (Schon et al. 2002; Craig et al. 1999). 

Cette régulation de p53 par MDM2 sera décrite dans un paragraphe suivant.  

Quoiqu’il en soit, ces phosphorylations de sérine et thréonines en N-terminal, dans le domaine 

de transactivation, permettent de réduire l’affinité de p53 pour MDM2 tout en favorisant les 

interactions avec des coactivateurs transcriptionnels comme p300/CBP. Ces coactivateurs ont 

eux-mêmes un rôle dans l’action de p53. Ainsi l’acétylation médiée par p300 sur l’extrémité C-

terminale stabilise et active p53 (Toledo et Wahl 2006)(figure 24).  
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Figure 24 : Représentation d'un modèle de l'activation de p53 suite à un stress cellulaire  

(d’après Toledo et Wahl, 2006)  

A. Dans les cellules non stressées, p53 est maintenu inactif par l’action de MDM2. Sa fixation au domaine de transactivation 

de p53 empêche la liaison de p53 avec ses coactivateurs (tels que p300). Et son activité ubiquitine-ligase induit la poly-

ubiquitination de la partie C-terminale de p53, favorisant sa dégradation par le protéasome.  

B. Lors d’un stress cellulaire, il y a stabilisation et activation de p53. La phosphorylation des S15, S20 et T18 de p53, 

réduisent son affinité pour MDM2. Il y a alors accumulation de p53 dans la cellule et formation des tétramères dans le noyau. 

Les phosphorylations dans le domaine de transactivation de p53 favorisent l’interaction avec son partenaire p300. 

L’acétylation de la partie C-terminale de p53 par p300 stabilise d’autant plus p53 et augmente sa liaison à l’ADN et plus 

particulièrement à ses gènes cibles. Il y aura alors activation de la transcription de ces gènes en question.  

 

B. Maintenir p53 sous contrôle  

Etant un puissant inhibiteur du cycle cellulaire et un inducteur d’apoptose, la fonction de p53 

doit être contrôlée afin de maintenir une croissance normale des cellules. Plusieurs mécanismes 

le permettent : la régulation de la transcription et de la traduction, la stabilité et la localisation 

de la protéine et l’activité. Cette dernière a été décrite ci-dessus.  
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1. Régulation de la transcription/traduction 

Une régulation de la transcription de TP53 a été mise en évidence. Ainsi les facteurs de 

transcription NF-κB, c-MYC et NOXA5 semblent impliqués dans ce contrôle (Webster et 

Perkins 1999; Raman et al. 2000; Wu et Lozanos 1994; Reisman et al. 1993; Roy et al. 1994).  

Cependant, l’absence de corrélation entre le niveau de protéine p53 dans les cellules, en 

comparaison avec les taux d’ARNm correspondants, tendent à mettre en évidence une 

régulation de la traduction (Fu et al. 1996). Cette régulation de la traduction semble liée à la 

présence d’éléments de type Alu dans la partie 3’UTR de l’ARNm de p53.  

Mais c’est principalement au niveau protéique que la régulation de l’activité de p53 s’effectue. 

En effet, lorsqu’un stress génotoxique est appliqué à des cellules en culture, il y a une 

accumulation de p53 dans ces cellules sans augmentation de la transcription du gène ou 

d’amélioration de la stabilité des ARNm. C’est donc la demi-vie de la protéine qui est allongée. 

Dans ce cas c’est plutôt la régulation par MDM2, expliquée ultérieurement, qui est impliquée.  

 

2. Régulation de la localisation subcellulaire 

Pour exercer son activité de facteur de transcription, la protéine p53 doit avoir une localisation 

nucléaire. Or, lorsqu’elle n’est pas activée, la protéine est surtout localisée dans le cytoplasme. 

Déjà, la partie C-terminale de p53 possède des signaux de localisation nucléaire qui permettent 

de conduire la protéine du cytoplasme vers le noyau. Mais cette localisation nucléaire de p53 

dépend également de sa capacité à interagir avec les microtubules. Il semble en effet que le 

transport de p53 vers de noyau se fasse le long des microtubules via la protéine motrice dynéine 

(Giannakakou et al. 2000).  

La régulation de l’activité p53 passe également par son exportation du noyau vers le cytoplasme 

via des séquences d’exportation nucléaires situées dans le domaine d’oligomérisation (Stommel 

et al. 1999). Mais ce processus d’exportation nucléaire peut également être dépendant d’autres 

protéines régulatrices interagissant avec p53, tels que MDM2 (Freedman et al. 1999). Dans ce 

cas c’est MDM2 qui porte les signaux d’exportation nucléaire et les applique à p53 en s’y liant. 

Cette exportation vers le cytoplasme est également nécessaire pour la dégradation de la protéine 

p53 (Lain et al. 1999; Freedman et Levine 1998; Roth et al. 1998).  

 

3. Régulation de la stabilité de p53 : Le rôle essentiel de MDM2 

MDM2 (« Murine Double Minute 2 ») est une onco-protéine qui joue un rôle central dans le 

processus de régulation de l’activité de p53 puisqu’elle induit la dégradation de cette dernière 
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en cas d’absence de stress cellulaire. Il s’agit d’une E3 ubiquitine ligase qui va poly-ubiquitiner 

p53, comme une étiquette pour la dégradation par le protéasome (Haupt et al. 1997; Kubbutat 

et al. 1997).  

L’importance de l’interaction entre p53 et MDM2 a été clairement mis en évidence par 

l’utilisation d’un modèle murin. Ainsi, la perte de l’expression de MDM2 chez les souris 

provoque une forte létalité embryonnaire alors que la perte d’expression conjointe de p53 et de 

MDM2 permet de passer outre ce phénotype et permet aux souris un développement normal 

(Jones et al. 1995).  

 

La protéine MDM2 va interagir avec le domaine N-terminal de p53, son domaine 

transactivateur (Chen et al. 1996). Plus précisément la séquence minimale de liaison de MDM2 

à p53 correspond aux résidus 18 à 26 de cette dernière. Le site hydrophobe ainsi formé par les 

résidus 19 à 26 de p53 vont se fixer à la poche hydrophobe formée en N-terminal de MDM2 

(Kussie et al. 1996; Schon et al. 2002). Cette liaison inhibe l’activité de facteur de transcription 

de p53 en empêchant son interaction avec ses co-activateurs transcriptionnels tel que p300. Puis 

la poly-ubiquitination de la partie C-terminale de p53 par MDM2 favorise la dégradation de la 

protéine par le protéasome (figure 24A).   

 

La transcription de MDM2 est elle-même induite par la protéine p53 et dans une cellule non 

stressée, la quantité de p53 nécessaire pour la transactivation de MDM2 est très faible (Barak 

et al. 1993; Zauberman et al. 1995). C’est donc une boucle de rétroaction autorégulatrice qui 

est décrite ici avec p53 qui régule positivement l’expression de MDM2 et MDM2, au contraire, 

régule négativement l’activité de p53.  

 

IV. Les gènes cibles de p53 

Tant qu’une cellule n’est pas soumise à un stress, la protéine p53 est régulée par dégradation. 

Cette régulation permet à la cellule de progresser dans son cycle et de se diviser. C’est lors d’un 

stress cellulaire que cette inhibition sera levée et que p53 va pouvoir s’accumuler, s’activer et 

alors induire la transcription de ses gènes cibles.  

Un grand nombre de gènes ont été identifiés comme étant des cibles de p53 et lui confèrent la 

fonction de suppresseur de tumeurs. Ces gènes sont impliqués dans différentes réponses 

cellulaires : l’arrêt du cycle cellulaire, la réparation de l’ADN, l’apoptose, le métabolisme, 

l’autophagie, la traduction et les mécanismes de rétroaction (figure 25).  
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Figure 25 : p53 est capable d'activer directement des gènes cibles impliqués dans divers processus cellulaires 

(d’après Fischer, 2017) 

 

Toute ces voies cellulaires activées par p53 ne sont pas décrites par la suite. Seules les plus 

connues et décrites dans la littérature le seront.  

 

A. L’arrêt du cycle cellulaire 

La protéine p53 utilise les points de contrôle du cycle cellulaire pour induire des arrêts en G1/S 

et G2/M. Le gène CDKN1A (« cyclin-dependent kinase inhibitor 1A », qui code la protéine p21, 

a été l’un des premiers gènes identifiés comme cible de p53 et a un rôle majeur dans ces points 

de contrôle du cycle cellulaire (Abbas et Dutta 2009; Agarwal et al. 1995; Bunz et al. 1998). 

p21 interagit avec les complexes cyclines/kinases cyclines dépendantes (CDK) pour les 

inactiver (Harper et al. 1993). Les complexes cycline D/CDK4 ou 6, cycline A/CDK2 et cycline 

E/CDK2 ainsi inhibés, p21 conduit à la stabilisation et à l’activation de Rb et du complexe 

DREAM. Rb, comme p21, est requis pour l’arrêt du cycle cellulaire puisqu’il séquestre la 

protéine E2F, impliqué dans l’entrée en phase S. La stabilisation du complexe DREAM régule 
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les gènes nécessaires à la progression du cycle cellulaire et dont les fonctions s’étendent de la 

phase G1 à la fin de la mitose : CDK1, CDC25, CCNA, CCNB, ect. La voie DREAM est ainsi 

impliqué dans les points de contrôle G1/S et G2/M (Engeland 2017). 

Globalement, cette protéine p21 est suffisante pour conduire à l’arrêt du cycle cellulaire. 

Toutefois, l’activation transcriptionnelle de CDKN1A peut être dépendante et indépendante de 

p53. 

Les gènes GADD45 et SFN qui codent respectivement pour les protéines GADD45 et 14-3-3 

sont également des cibles de p53 qui permettent de stopper le cycle cellulaire.  

 

B. La réparation de l’ADN 

p53 étant activé en réponse à un dommage à l’ADN, il est naturel que plusieurs de ses gènes 

cibles activés soient impliqués dans la réparation et le maintien de l’ADN. C’est d’ailleurs un 

rôle majeur de cette protéine puisqu’une réparation erronée de l’ADN peut entrainer une 

accumulation de mutations ou d’aberrations chromosomiques et provoquer le développement 

d’un cancer. 

Ainsi, suite à un dommage à l’ADN induit par des UV par exemple, p53 va pouvoir activer les 

gènes XPC (« xeroderma pigmentosum group C ») et DDB2 (p48) qui codent pour des protéines 

permettant la réparation par excision de nucléotides (Adimoolam et Ford 2002; Hwang et al. 

1999).  

D’autres gènes dont l’expression est régulée par p53, et impliqués dans des mécanismes de 

réparation de l’ADN, sont les gènes RRM2B et POLH (Tanaka et al. 2000; Liu et Chen 2006). 

La protéine p53R2 codée par RRM2B correspond à une petite sous-unité d’une ribonucléase 

réductase régulée par p53 et qui fournit les dNTP au site endommagé dans l’ADN au moment 

de la réparation.  La polymérase η, codée par le gène POLH, participe à la réparation de l’ADN 

via sa capacité de synthèse translésionnelle.  

La protéine PCNA, impliquée dans la réplication de l’ADN et la progression du cycle cellulaire 

joue également un rôle dans la réparation de l’ADN. En fait, certaines protéines engagées dans 

l’arrêt du cycle cellulaire et la réparation ont des actions qui s’entrecroisent. GADD45 est 

également l’une de ces protéines puisqu’elle se fixe à PCNA et favorise alors la réparation 

conjointement à une inhibition de la réplication (Smith et al. 1994).  

Ainsi, lors d’un dommage à l’ADN, p53 va d’abord permettre un arrêt du cycle cellulaire afin 

que la réparation de l’ADN puisse être effectuée par la machinerie de réparation adéquate. Et 

finalement si cette réparation échoue, p53 va conduire la cellule à la mort par apoptose.  
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C. L’apoptose 

Le rôle de p53 étant de prévenir le développement de cancer, son activité pro-apoptotique est 

primordiale en tant que gène suppresseur de tumeur. Cette apoptose, à la fois intrinsèque et 

extrinsèque, est induite par des gènes cibles de p53.  

L’apoptose intrinsèque est menée par des gènes de la famille BCL-2. Les membres de cette 

famille de gène peuvent être pro-apoptotiques ou anti-apoptotiques et contrôlent le relargage 

du cytochrome c de la mitochondrie vers le cytoplasme. Plusieurs membres pro-apoptotiques 

de la famille BCL-2 ont leur transcription activée par p53 : BBC3 (PUMA), BAX, PMAIP1 

(NOXA) (Nakano et Vousden 2001; Oda et al. 2000). Suite au relargage du cytochrome c par 

action ces protéines, il va se lier à la protéine APAF1, codée par le gène APAF1, lui-même 

activé par p53 (Robles et al. 2001).  

Le gène AEN, autre cible pro-apoptotique de p53, code pour une exonucléase active contre 

l’ADN double brin pour former un ADN simple brin. Elle amplifie le signal de dommage à 

l’ADN et donc induit de par elle-même l’apoptose (Kawase et al. 2008).  

 

L’activation de l’apoptose extrinsèque est surtout sous contrôle de la famille des récepteurs du 

« tumor necrosis factor » TNF-R et l’activation de la cascade des caspases-8 et 3. Dans ce cas, 

p53 va activer les gènes codant des protéines transmembranaires, qui sont des TNF-R : FAS ou 

TNFRSF10A-D (aussi DR5). L’induction de l’expression de FAS se produit, notamment, en 

réponse à une irradiation γ. p53 semble également impliqué dans l’augmentation de ce récepteur 

à la surface des cellules. Lorsque le récepteur FAS est activé suite à sa liaison avec son ligand 

FASL, il y a activation de la cascade des caspase et induction de l’apoptose.  

Le gène TNFRSF10A-D, qui code pour le récepteur TRAIL-R1, est induit par p53 en réponse à 

un dommage de l’ADN et induit également la mort cellulaire par l’intermédiaire des caspases-

8 (Haupt et al. 2003).  

D’autres gènes cibles identifiés de p53 et impliqués dans l’apoptose extrinsèque sont les gènes : 

PERP, TRAF4 ou SUSD6 (Fischer 2017).  
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D. La rétroaction 

p53 est un puissant activateur de transcription en réponse à un stress cellulaire. Parmi les 

nombreux gènes cibles activés par p53, certains sont responsable de sa propre régulation. C’est 

le cas de MDM2, le plus connu et qui a été décrit précédemment.  

Le gène CCNG1, qui est aussi une cible de p53, code pour la cycline G1 et contribue également 

à la boucle de régulation médiée par p53. En effet, la cycline G1 active MDM2 par 

déphosphorylation par l’intermédiaire de PP2A (Okamoto et al. 2002).  

Le gène cible de p53 PPM1D code pour une phosphatase qui va déphosphoryler p53 au niveau 

de la S15 et inactiver sa fonction protéique. C’est donc un régulateur négatif des voies de 

réponse au stress dans la cellule par inhibition de l’activité facteur de transcription de p53 (Lu 

et al. 2005).  

 

Toutes ces voies dans lesquelles p53 est impliqué montre bien son rôle primordial en tant que 

gène suppresseur de tumeur.  

Il semble en tous cas que la fonction de p53 soit seulement celle d’un activateur de transcription 

et que les régulation négatives mise en évidences soit indirectement liées à p53 et requièrent 

souvent l’action d’une protéine intermédiaire tel que p21 (Fischer 2017).  

 

Dans le cadre de ma thèse j’ai plus particulièrement suivi l’activité de p53 au travers de ses 

gènes cibles : CDKN1A, BBC3 et MDM2 qui codent respectivement pour les protéines p21, 

PUMA et MDM2.  

 

V. p53 et cancers 

L’inactivation de TP53 altère les voies de signalisations normalement induites par ce gène et 

est essentiel au développement de nombreux cancers. TP53 est inactivé directement par 

mutation dans plus de 50% des cancers et indirectement inactif dans de nombreux autres. De 

plus, il y a maintenant des preuves que certaines mutations de TP53 changent l’activité de la 

protéine et lui confèrent des propriétés oncogéniques.  

 

A. Mutation du gène TP53 : inactivation vs gain de fonction  

La majorité des mutations de TP53 associées aux cancers sont des mutations faux-sens. Soit la 

substitution d’une seule paire de base mais qui induit un changement au moment de la 
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traduction par une substitution d’un acide-aminé. La plupart de ces mutations sont situées dans 

la région codant pour le domaine de liaison à l’ADN et provoque une perte de fonction de la 

protéine (figure 26)(Olivier et al. 2010). Il y a d’ailleurs six acides-aminés du DBD en 

particulier qui constituent des points chauds et présentent une fréquence de mutation plus élevée 

que les autres résidus (figure 26)(Freed-Pastor et Prives 2012).  

 

 

Figure 26 : Positionnement des mutations les plus fréquemment observées pour p53 dans les cancers  

(d’après Toledo et Wahl, 2006)  

Cette carte de la protéine p53 humaine indique la position des résidus qui sont modifiés dans les cancers humains, sur la base 

d’un total de 15 911 tumeurs 

 

Les mutations ponctuelles ne résultent pas en une protéine tronquée ou complètement absente. 

Au contraire cela génère l’accumulation des protéine p53 mutantes, de taille complète et avec 

une demi-vie prolongée (Strano et al. 2007). Des études structurelles ont permis de classifier 

les mutants p53 en deux grandes catégories : les mutants ayant une incapacité à se lier à l’ADN 

et les mutants ayant une altération fonctionnelle importante. De plus, ces formes mutantes de 

p53 peuvent exercer un effet dominant négatif sur la forme sauvage de la protéine et abolir sa 

fonction normale de suppresseur de tumeur.  
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Il existe également des arguments clairs au fait que des formes mutantes de p53 puissent exercer 

une activité oncogénique liée à un gain de fonction suite à l’acquisition de la mutation (Freed-

Pastor et Prives 2012). Les activités gain de fonction de p53 sont liées à deux mécanismes : 

l’interaction du mutant p53 avec de nouveaux partenaires protéiques ou bien la régulation de 

nouveaux gènes cibles et plus particulièrement des oncogènes. Ainsi la forme mutante de p53 

peut interagir, séquestrer ou inactiver des protéines impliquées dans les processus anti-

tumoraux : arrêt de croissance ou apoptose entre autres. La p53 mutée et facteur de transcription 

de nouveaux gènes cibles peut, pour sa part, contribuer au développement de résistances aux 

traitement anti-cancéreux ou l’instabilité génétique caractéristique des cellules cancéreuses, ou 

encore favoriser les métastases. Et finalement, c’est surtout en interagissant avec un partenaire 

protéique qui soit un facteur de transcription (exemple de NF-Y), que p53 mutée induit la 

transcription d’un nouveau panel de gènes (Strano et al. 2007). Parmi les gènes dont la 

transcription est accrue par la présence d’une forme mutante de p53 : MYC, CXCL1, PCNA, 

CDK1, CDC25C, CCNA, CCNB, EGR1, NFKB2, BCL-xL ect. Tous ces gènes sont impliqués 

dans la prolifération des cellules tumorales, dans la résistance à la mort cellulaire, dans la 

chimiorésistance, favorisant les métastases ou plus généralement dans le métabolisme cellulaire 

(Freed-Pastor et Prives 2012).  

 

B. p53 : une cible à inactiver  

Outre les mutations de TP53 lui-même, l’inactivation de la protéine peut aussi être le fait d’une 

inactivation indirecte. Plusieurs mécanismes d’inactivation indirecte de p53 ont été identifiés.  

Concernant le principal régulateur de p53 d’abord : MDM2. Il a été mis en évidence dans 

certains cancers, une amplification du gène MDM2 et donc la surexpression de la protéine 

correspondante. Cette dernière était responsable de l’inactivation de p53. Cette amplification 

de MDM2 est constaté dans 7% des cancers et ceci sans mutation conjointe du gène TP53 

(Momand et al. 1998).  

Dans les cancers du col de l’utérus c’est un autre mécanisme qui a été révélé. Dans ce cas, c’est 

une protéine virale qui est responsable de l’inactivation de la protéine p53. Ainsi l’oncogène 

E6 du papillomavirus de type 16 ou 18 permet l’expression de la protéine E6 qui va se lier à 

p53 et stimuler sa dégradation (Scheffner et al. 1990). 

Une mauvaise localisation de p53 dans la cellule peut aussi être responsable de son inactivité. 

Dans ce cas, p53 est confinée dans le cytoplasme et ne peut appliquer son rôle de facteur de 

transcription dans le noyau (Vogelstein et al. 2000).  
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La conservation de TP53 à travers l’évolution montre bien l’importance de son rôle dans le 

système cellulaire et pour le maintien de l’intégrité du génome, quel que soit l’espèce. Comme 

cela a été décrit précédemment, ce gène TP53 semble impliqué dans l’évolution de la leucémie 

myéloïde chronique. C’est la première raison pour laquelle ce gène sera ciblé lors de la 

construction du modèle cellulaire. Cependant, l’étude de la perte de fonction de ce seul gène 

constitut également un vaste sujet. C’est pourquoi quelques analyses le concernant seront 

décrites dans la suite de ce manuscrit.  

 

VI. Augmenter l’expression de p53 dans des cellules en culture : la 

nutline-3a 

De par son statut de gardien du génome, p53 constitue une cible de choix pour lutter contre le 

développement et la progression des cellules cancéreuse. Plusieurs stratégies et plusieurs 

molécules ont été mises au point pour cela. Cependant toute ne seront pas abordées. Je vais ici 

seulement discuter de la molécule utilisée lors des expériences réalisées pour l’étude de p53.  

Cette molécule en question permet d’augmenter la présence de la protéine p53. Pour cela c’est 

le processus de régulation de la protéine par dégradation qui est inhibée. Ainsi, inhiber le contact 

entre la protéine MDM2 et p53 permet d’augmenter la quantité de p53 dans les cellules. 

L’utilisation de ce type de molécule n’est possible que dans le cas des cancers pour lesquels il 

y a une surexpression de MDM2 sans atteinte de TP53.  

La nutline-3a est donc une petite molécule antagoniste de MDM2 qui permet d’activer par 

stabilisation p53 sans nécessité d’un stress génotoxique (Vassilev et al. 2004; Vassilev 2005). 

p53 alors actif va pouvoir activer la transcription de ses gènes cibles. Plus exactement, la 

nutline-3a se lie à la protéine MDM2 au site d’interaction avec p53 et inhibe l’activité 

d’ubiquitination de MDM2 sur p53.  

Différentes études ont été menées afin de déterminer les effets d’un traitement de cellules, 

cancéreuses ou non, par la nutline-3a. Elles ont notamment révélé que les effets du traitement 

dépendent de la présence de p53 fonctionnel dans les cellules. Ainsi, les cellules n’ayant pas de 

p53 fonctionnel sont insensibles au traitement, renforçant l’idée que p53 est la seule cible 

pertinente de la nutline-3a (Efeyan et al. 2007).  

Plus tard, il a été révélé que la mort cellulaire provoquée par le traitement de cellules p53 

fonctionnel est lié à l’induction de BBC3 (protéine PUMA) par p53. Et que l’absence de ce gène 

BBC3 conférait une protection aux cellules contre l’apoptose médiée par la nutline-3a via p53 

(Valente et al. 2016).  
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En se basant sur ces données et celles de Malina et al. 2013 ou Guernet et al. 2016, j’ai réalisé 

un traitement à la nutline-3a pour sélectionner les cellules pour lesquelles une disruption de 

TP53 par le système CRISPR-Cas9 était souhaité. En traitant les cellules avec la dose adéquat 

de nutline-3a, seules les cellules ayant un TP53 inactivé survivent et sont ainsi amplifiées.  

Un traitement à la nutline-3a à la dose appropriée sera ensuite appliqué sur des lignées 

cellulaires non transformées, exprimant la forme sauvage fonctionnelle de p53 (TP53WT) ou la 

forme disruptée (TP53KO), afin de vérifier dans un premier temps la spécificité de la drogue 

envers sa cible. Puis des analyses par séquençage des ARN totaux permettra d’identifier de 

nouveaux gènes cibles de p53.  
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Matériels et méthodes 

I. Matériels 

A. Souche bactérienne  

1. Xl1-Blue  

Souche de bactérie E.coli de génotype recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac [F’ 

proAB lacIq Z_M15 Tn10 (Tetr)]. Ces bactéries résistantes à la tétracycline sont utilisées pour 

amplifier des plasmides.  

 

B. Les lignées cellulaires  

1. BJ-5ta (ATCC® CRL-4001™) 

Lignée de fibroblastes humains diploïdes issus de prépuce d’un nouveau-né. Ces cellules ont 

été immortalisées avec le gène hTERT (sous-unité catalytique de la télomérase humaine) porté 

par le vecteur pGRN145, qui leur confère également la résistance à l’hygromycine.  

2. HeLa (ATCC® CCL-2™)  

Cellules épithéliales humaines issues d’un adénocarcinome du col de l’utérus.  

3. K562 (ATCC® CCL-243™)  

Lignée cellulaire humaine dérivée d’une patiente en phase blastique de la LMC.  
 

C. Les milieux et conditions de culture 

1. Culture des bactéries  

Les bactéries vont se multiplier en milieu LB : L-Broth (10g de NaCl, 10g de tryptone, 5g 

d’extrait de levure dans 1 litre d’eau). Leur culture se fait à 37°C, soit en milieu liquide sous 

agitation (180 rpm) soit en milieu solide en ajoutant 1% d’agar. Ce milieu peut être 

complémenté avec un antibiotique. Les antibiotiques utilisés sont l’ampicilline (200µg/ml) ou 

la tétracycline (10µg/ml).  

2. Culture des cellules BJ-5ta  

400ml de Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 1X (DMEM) (Gibco n°41966052) 

complémenté avec 100ml de milieu 199 (Sigma® Aldrich M4530), 10% de sérum de veau fœtal 

(SVF) (Invitrogen # 10270) et 100 unités/ml de pénicilline et 100µg/ml de streptomycine 
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(Invitrogen # 15140122). Les cellules sont cultivées sur boite (100x20 mm BD Falcon®) à 37°C, 

en atmosphère humide enrichie en CO2 (5%).  

 

3. Culture des cellules HeLa  

500ml de milieu DMEM 1X complémenté avec 10% de SVF, 100 unités/ml de pénicilline et 

100µg/ml de streptomycine. Les cellules sont cultivées sur boite (100x20 mm BD Falcon®) à 

37°C, en atmosphère humide enrichie en CO2 (5%). 

 

4. Culture des cellules K562  

500ml de milieu RPMI 1640 (Gibco n°21875034) complémenté avec 10% de SVF, 

100unités/ml de pénicilline et 100µg/ml de streptomycine. Les cellules sont cultivées en flasque 

à 37°C, en atmosphère humide enrichie en CO2 (5%). 

 

D. Les plasmides  

1. Les plasmides du système CRISPR-Cas9  

- CRISPR-CAS MLM3636 (Addgene plasmid # 43860) : Plasmide qui contient le 

promoteur U6 et la séquence du gRNA scaffold. Entre ces deux éléments se trouve deux 

sites de restriction de l’enzyme BsmBI qui permet le clonage des ARN guides.  

- pCW-Cas9 (Addgene plasmid # 50661) : Vecteur lentiviral contient la séquence codante 

de la protéine Cas9 dont l’expression et sous contrôle d’un promoteur inductible à la 

doxycycline. Cette séquence codante de la protéine Cas9 est suivie d’une étiquette 

3xFLAG qui permet sa détection par western blot. Le vecteur lentiviral apportera 

également la résistance à la blasticidine.  

- pSpCas9(BB)-2A-Puro (PX459) (Addgene plasmid # 48139) : Plasmide qui contient à 

la fois la séquence codante de la protéine Cas9 taguée par un 3xFLAG, suivie d’une 

séquence 2A-puroR, et les éléments nécessaires à l’expression d’un ARN guides. Ce 

plasmide permet donc d’apporter à la cellule la protéine Cas9 et l’ARN guide qui servent 

à cibler une séquence dans le génome et la résistance à la puromycine pour sélectionner 

les cellules exprimant l’ensemble de ce système.  
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2. Les plasmides utilisés pour les clonages 

-  pUC18 : Vecteur qui contient une origine de réplication bactérienne, le gène de 

résistance à l’ampicilline et le gène LacZ permettant un crible blanc/bleu 

(http://www.addgene.org/vector-database/4490/) 

 

E. Les anticorps  

Les différents anticorps utilisés étaient dilués soit dans une solution de TBST 5% de lait écrémé 

dans le cas d’une détection d’une forme classique de protéine, soit dans une solution de TBST 

5% de BSA dans le cas d’identification de l’état de phosphorylation d’une protéine.  

 

Tableau 1 : Liste des anticorps utilisés lors des expériences de western blot 

 

 

  

Cible Espèce d'origine Fournisseur Dilution

p53 (DO-1) Souris Santa Cruz Biotechnology 1/1000

p21 (SX118) Souris Santa Cruz Biotechnology 1/1000

p21 (F-5) Souris Santa Cruz Biotechnology 1/500

PUMA α/β (G-3) Souris Santa Cruz Biotechnology 1/500

MDM2 (SMP14) Souris Santa Cruz Biotechnology 1/500

ABL1 (8E9) Souris BD Pharmingen 1/1000

BCR (B-12) Souris Santa Cruz Biotechnology 1/1000

Il-8 (B-2) Souris Santa Cruz Biotechnology 1/500

Il-8 (GTX115959) Lapin GeneTex 1/500

ß-actine (ACTBD11B7) Souris Santa Cruz Biotechnology 1/1000

FLAG® M2 Souris Stratagene 1/1000

Anticorps anti-souris (A5906) Mouton

Anticorps anti-lapin (A6154) Chèvre

Anticorps 

primaire

Anticorps 

secondaire
Sigma® life science 1/10 000

http://www.addgene.org/vector-database/4490/
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II. Méthodes  

A.  Production des bactéries électro-compétentes  

Pour que les bactéries puissent être transformées, il faut qu’elles soient compétentes à 

l’éléctroporation. Pour cela, les bactéries Xl1-Blue sont mises en pré-culture à 37°C dans 10ml 

de LB + tétracycline et sous agitation pendant 1 nuit. Cette pré-culture permet d’inoculer une 

culture d’1L de LB + tétracycline, placée à 37°C sous agitation jusqu’à la phase exponentielle 

de croissance (DO600nm entre 0.6 et 0.8). La culture bactérienne alors refroidies rapidement dans 

la glace puis centrifugée à 4000 rpm pendant 15 min à 4°C. Les bactéries sont alors lavées trois 

fois, en re-suspendant le culot dans de l’eau stérile glacée et par centrifugation à 4000 rpm 

pendant 15 min à 4°C. Enfin le culot bactérien est repris dans du glycérol 10% et aliquoté en 

volumes de 50µl, refroidis rapidement dans de l’azote liquide et stocké à -80°C.  

 

B. Transformation des bactéries  

Un aliquot de 50µl de bactéries compétentes est transformé avec quelques nano-grammes 

d’ADN par un choc électrique de 1800V pendant 1,5 millisecondes (MicroPulserTM Biorad). 

Les bactéries sont reprises et incubées dans 200µl de LB, 30 minutes à 37°C et sous agitation. 

Elles sont ensuite mises en culture et sélectionnées sur une gélose LB complémenté en 

antibiotique d’intérêt (culture à 37°C sur la nuit).  

 

C. Préparation de l’ADN plasmidique 

Des colonies qui auront croît sur la gélose LB de sélection sont récupérées et mises 

individuellement dans 3ml de culture liquide de LB contenant l’antibiotique de sélection (une 

nuit à 37°C sous agitation). Puis l’extraction de l’ADN plasmidique est faite par la méthode de 

la lyse alcaline en utilisant un kit (Gene JET plasmid kit - Thermo Scientific # K0502). La 

concentration des plasmides extraits est déterminée par dosage via un spectrophotomètre 

(DeNovix®) à partir d’1µl d’échantillon. 

 

D. Clonage des CRISPR 

1. Design des ARN guides 

Pour le design des ARN guides, il faut choisir une séquence à cibler et respecter certaines règles. 

La séquence qui est reconnue par l’ARN guide est de 20 nucléotides et est impérativement 
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suivie d’une séquence PAM : NGG. Cette séquence est nécessaire à la reconnaissance et la 

coupure par la Cas9. De plus, le premier nucléotide reconnu doit être un G ou un A. Si ce n’est 

pas possible, alors il faut choisir une séquence de 20 nucléotides mais ajouter un nucléotide 

supplémentaire qui sera un G et sera situé en première position. Ceci permet la transcription de 

l’ARNguide qui est sous contrôle d’un promoteur U6.  

Voici le modèle à suivre pour le design des oligonucléotides permettant le clonage des ARN 

guides :  

5’ – CACCGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGTTT  – 3’  (top oligonucléotide) 

3’ – GTGGCNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCAAA – 5’  (bottom oligonucléotide) 

En utilisant le logiciel en accès libre CRISPOR (http://crispor.tefor.net/) et en soumettant une 

large séquence à cibler (un exon par exemple), un certain nombre d’ARNguides seront 

proposés. Pour chacun d’entre eux, un score d’efficacité est prédit et les possibles cibles 

aspécifiques indiquées ainsi que leur position dans le génome : nom du gène, exon, intron, ect.  

D’autres logiciels en libre accès sont utilisés pour le choix des ARN guides : CHOPCHOP 

(https:// chopchop.rc.fas.harvard.edu/) ou CRISPR design (http:// crispr.mit.edu/).  

 

2. Clonage des ARNguides 

La réaction de clonage se fait via des étapes de digestion et ligation. La première étape consiste 

à aligner et phosphoryler les oligonucléotides top et bottom. 1µl de chacun des oligonucléotides 

à 100µM sont mélangés à 1X de tampon T4 ligase (NEB), 0,5µl de T4 PNK (NEB) et de l’eau 

q.s.p 10µl. Les réactions se fond durant 30 minutes à 37°C suivi de 5 minutes à 95°C. La 

température diminue ensuite jusqu’à 25°C à raison de 5°C par minute. Les oligonucléotides 

alignés et phosphorylés sont alors dilués au 1/100ème.  

La réaction de ligation contient 100 ng de vecteur PX459, 1µl d’oligonucléotides dilués au 

1/100ème, 1X de tampon T4 ligase, 0,5µl d’enzyme BbsI, 1µl de T4 ligase et de l’eau q.s.p 20µl. 

l’incubation et la ligation se déroulent selon le programme : 5 min à 37°C suivi de 5 min à 23°C 

et en renouvelant ces deux étapes à raison de 20 cycles.  

Finalement 2µl de la réaction sont utilisées pour transformer des bactéries compétentes.  

 

E. Transfection des cellules humaines 

La réaction de transfection des cellules se fait en puits de plaque 24 puits et en utilisant la 

lipofection, plus exactement la Lipofectamine® LTX et le PlusTM Reagent. Les cellules sont 
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transfectées à une confluence de 80%. Un premier mélange est préparé et contient l’OptiMEM 

et la lipofectamine® LTX. En parallèle un second mélange contenant l’OptiMEM, l’ADN 

d’intérêt et le PlusTM Reagent est préparé. Chacun de ces mélanges est vortexé puis la solution 

d’ADN est ajoutée sur la solution de lipofectamine. Ce dernier mélange est alors incubé 5 

minutes à température ambiante avant d’être ajouté au milieu de culture cellulaire.  

 

F. Infection des cellules  

L’infection des cellules se fait à partir d’une suspension virale de titre connu (nombre de 

particules virales dans la suspension) sur une population cellulaire à 50-80% de confluence. La 

culture cellulaire, quel que soit son volume, est infectée avec une quantité adéquate de 

suspension virale. 24 à 48 heures après l’infection, l’antibiotique permettant la sélection des 

cellules ayant intégré la séquence souhaitée via le virus, est ajouté au milieu de culture.  

 

G. Extraction des protéines  

1. Extraction des protéines totales 

L’extraction des protéines totales est faite par un tampon RIPA (25mM TrisHCl pH 7.6, 150mM 

NaCl, 1% NP-40, 1% sodium deoxycholate, 0.1% SDS) dans lequel 1X d’un cocktail 

d’inhibiteurs de protéases et de phosphatases est ajouté (HaltTM protease and phosphatase 

inhibitor cocktail 100X – ThermoFisher Scientific # 78442).  

Le milieu de culture des cellules adhérentes est enlevé délicatement puis les cellules sont lavées 

deux fois avec du PBS froid en prenant bien soin de l’éliminer au maximum. Le tampon RIPA 

froid est ajouté sur les cellules. La boite est gardée sur la glace pendant 5 minutes. Des 

mouvements circulaires permettent une répartition uniforme du tampon sur les cellules. A l’aide 

d’un grattoir, les cellules sont rassemblées sur le bord de la boite de culture, le lysat cellulaire 

est alors collecté et transféré dans un tube d’1.5ml. Les échantillons sont centrifugés à 14000g 

pendant 30 minutes à 4°C. Le surnageant, qui contient les protéines des compartiments 

cytoplasmiques et nucléaires des cellules, est collecté dans un nouveau tube et stocké à -80°C.  

 

2. Extraction des protéines cytoplasmiques et nucléaires 

Les cellules humaines qui auront été cultivées comme décrit ci-dessus sont trypsinées pour être 

décollées de leur support (pour les cellules adhérentes) et centrifugées à 1000 rpm 5 minutes. 
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Le culot cellulaire est lavé 2 fois avec du PBS froid. A partir de cette étape, toutes les suivantes 

sont réalisées dans la glace.  

Le volume du culot de cellules récupéré est estimé afin de déterminer les volumes des solutions 

à ajouter. Ce culot sera alors repris dans 2 volumes de solution S100 + NP40 0.05% (1.5 mM 

MgCl2, 100 mM KCl, 20 mM TrisHCl pH 7.9, 3 mM DTT, 0.5 mMPMSF et 0.05% NP40) et 

centrifugé 15 minutes à 5000 rpm à 4 °C. Le surnageant contient les protéines cytoplasmiques. 

Il est récupéré et sera stocké à -80°C. Le culot de noyaux est alors lavé avec 2 volumes de 

solution S100 (sans NP40) et centrifugée 15 minutes à 5000 rpm. Le surnageant est éliminé et 

les noyaux sont repris dans 1 volume de tampon B hypotonique (20% glycérol, 1.5 mM MgCl2, 

10 mM KCl, 20 mM TrisHCl pH 7.9, 3 mM DTT et 0.5 mM PMSF) auquel on ajoute 1/3 du 

volume total de solution C hypertonic (20% glycérol, 1.5 mM MgCl2, 1.2 M KCl, 20 mM 

TrisHCl pH 7.9, 3 mM DTT et 0.5 mM PMSF). Le tout est homogénéisé sur roue à 4°C pendant 

30 minutes avant d’être centrifugé à 13000 rpm à 4°C pendant 30 minutes. Le surnageant sera 

récupéré, il contient les protéines nucléaires et sera stocké à -80°C.  

 

H. Dosage des protéines  

Les protéines sont dosées par la méthode colorimétrique de Bradford en utilisant le « Biorad 

Protein assay » (Biorad #5000001). La concentration des protéines est déterminée par mesure 

de l’absorbance à 595 nm, en utilisant une gamme établie avec de la BSA (albumine de sérum 

bovin) à une concentration connue.  

 

I. Western Blot 

1. Electrophorèse sur gel de polyacrylamide 

Une quantité définie de protéines à analyser est mélangée à un tampon de charge dénaturant 

Laemmeli 1X final (Laemmeli buffer 5X : 10% SDS, 50% glycérol, 25% β-Mercaptoéthanol, 

300mM TrisHcl pH 6.8, 0.04% bleu de bromophénol) et chauffée 5 minutes à 95°C. Le tout est 

chargé sur un gel de d’acrylamide composé de deux parties. Un gel de concentration (4% 

acrylamide/bisacrylamide (29/1 – 40%), 0.125 M TrisHCl pH 6.8, 0.1% SDS, 0.1% APS, 0.1% 

TEMED) et d’un gel de résolution (X% acrylamide/bisacrylamide (29/1 – 40%), 0.375 mM 

TrisHCl pH8.8, 0.1% SDS, 0.1% APS, 0.1% TEMED) qui permet la séparation des protéines 

en fonction de leur poids moléculaire. Le pourcentage en acrylamide dépend de la taille de la 
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protéine à mettre en évidence. La migration des protéines se fait à 100 volts dans un tampon 

d’électrophorèse (25 mM Tris, 200 mM glycine, 0.1% SDS, pH8.3) pendant 3 heures.  

 

2. Transfert des protéines sur membrane 

Après leur migration, les protéines sont transférées sur une membrane de nitrocellulose. Ce 

transfert se fait en conditions immergées (Biorad Trans-Blot cell) dans du tampon de transfert 

(25 mM Tris, 200 mM glycine, pH 8.3) contenant 20% de méthanol en cas de transfert des 

petites protéines (taille < 100 kDa) à 30 volts sur la nuit à 4°C. Le transfert est contrôlé par une 

coloration au rouge ponceau (0.1% de rouge ponceau dans 5% d’acide acétique). 

 

3. Immunodétection de la protéine d’interêt 

La membrane est lavée avec du TBS-T (10 mM TrisHCl pH 8, 150 mM NaCl et 0.05% 

Tween20) jusqu’à élimination de la coloration au rouge ponceau. Les sites aspécifiques sont 

ensuite bloqués avec une solution de TBS-T contenant 5% de lait écrémé (ou de BSA) pendant 

30 min à température ambiante. La membrane saturée est alors hybridée avec l’anticorps ciblant 

la protéine d’intérêt, appelé anticorps primaire, pendant la nuit à 4°C. Cet anticorps est dilué en 

fonction de son efficacité (de 500 fois à 1000 fois, cf tableau 1) dans une solution de TBS-T 

5% de lait (ou de BSA). Le lendemain, la membrane est lavée deux fois 7 minutes avec la 

solution de TBS-T puis hybridée avec l’anticorps secondaire (dilué 10000 fois dans une solution 

de TBS-T 5% lait) couplé à la peroxydase, pendant 1 heure à température ambiante. La 

membrane est lavée 3 fois 5 minutes avec du TBS-T puis 1 fois avec du PBS puis séchée. La 

détection du signal sur la membrane se fait alors par traitement ECL (Biorad ClarityTM Western 

ECL Substrate # 1705061) de 10 minutes à température ambiante suivi d’une exposition sur 

film Amersham HyperfilmtTM ECL (GE Heathcare).  

 

J. Extraction des ARN totaux 

1. L’extraction des ARN 

Les cellules humaines qui auront été cultivées comme décrit ci-dessus sont trypsinées pour être 

décollées de leur support (pour les cellules adhérentes) et centrifugées à 1000 rpm 5 minutes. 

Le culot cellulaire est lavé 2 fois avec du PBS froid. A partir de cette étape, toutes les suivantes 

sont réalisées dans la glace.  
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Dans un tube de 1.5ml, le culot de cellules est repris dans 1 ml de TRIzol (TRIzol® Reagent 

Invitrogen), 25 µl de glycogène (20mg/ml) et 200µl de chloroforme. L’ensemble est mélangé 

vigoureusement 15 secondes et incubé 15 minutes dans la glace avant d’être centrifugé 10 

minutes à 10000 g à 4°C. La phase aqueuse est récupérée et mélangée à 1 volume de TRIzol et 

1/10ème du volume total de chloroforme. Après avoir mélangé 15 secondes et incubé 10 minutes 

dans la glace, les échantillons sont centrifugés 10 minutes à 10000g à 4°C. La phase aqueuse 

est à nouveau récupérée et mélangée avec 1 volume de chloroforme. Le mélange est incubé 5 

minutes dans la glace et centrifugé 5 minutes à 10000g à 4°C. La phase aqueuse est récupérée 

et mélangée à 1 volume d’isopropanol. Ce mélange est incubé 10 minutes à température 

ambiante puis à -20°C pendant 1 nuit. Les échantillons sont centrifugés à 13000g à 4°C pendant 

30 minutes puis rincés à l’éthanol 70%. Après une dernière centrifugation de 5 minutes à 7500g, 

le culot est séché et resuspendu dans 52µl d’eau stérile et traité à la DNAse (kit TURBO 

DNAfreeTM – Ambion® RNA by Life TechnologieTM). Pour cela, 6µl de tampon DNAse 10X 

et 2 µl de DNAse sont ajoutés aux extraits. L’enzyme va agir pendant 25 minutes à 37°C avant 

d’être inactivée en ajoutant 6.6µl d’agent d’inactivation qui agit 2 minutes à température 

ambiante. Enfin une centrifugation de 5 minutes à 10000g à 4°C permet de récupérer le 

surnageant qui contient les ARN totaux. Ils sont conservés à -80°C.  

 

2. Contrôle qualité des ARN  

Les ARN extraits sont dosés au spectrophotomètre (DeNovix®) afin de déterminer leur 

concentration puis leur qualité est vérifiée sur une puce Agilent® suivant les recommandations 

du fabricant. Cette méthode permet de connaitre le RIN (RNA Integrity Number – entre 0 et 

10) des ARN extraits. Les ARN ayant un RIN entre 8 et 10 peuvent être utilisés pour une RT-

qPCR. Pour le séquençage des ARN, seuls les ARN ayant une qualité proche ou égale à 10 

peuvent être utilisés.  

 

K. RT-qPCR 

1. Retro-transcription des ARN (RT) 

Les ADN complémentaires (ADNc) sont synthétisés à partir de 2µg d’ARN de qualité 

suffisante (RIN > 8). Pour cela, ils sont mélangés avec 10µl de Random Primer (15ng/µl) et de 

l’eau qsp 20µl. Les ARN sont alors incubés 5 minutes à 65°C puis 5 minutes à 4°C. 8µl de 

tampon 5X maxima (Thermo Scientific), 2µl de dNTP (10mM), 1µl de RiboLok (Thermo 

Scientific), 1µl de RT Maxima (Thermo Scientific) et 8µl d’eau sont ajoutés à la réaction. Cette 
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réaction va se dérouler selon le programme : 10 minutes à 25°C puis 1 heure à 50°C et enfin 15 

minutes à 70°C. Les ADNc sont stockés à 20ng/µl à -20°C.  

 

2. PCR quantitative (qPCR) 

La PCR quantitative se fait en utilisant un couple d’amorces qui va amplifier spécifiquement la 

séquence du transcrit à étudier. Cette amplification aura une taille comprise entre 70 et 100 pb. 

Pour la réaction de RT, 4ng d’ADNc sont mélangés sont mélangés à 5µl de mix TakyonTM – 

No Rox SYBR® MasterMix blue dTTP (Eurogentec) et à 3µl du couple d’amorce (1600 nM) 

dans un volume final de 10µl. Le programme de la réaction commence par 30 secondes à 105°C 

puis 3 minutes à 95°C suivi de 40 cycles de 30 secondes à 95°C + 30 secondes à 60°C. Puis 

une étape durant laquelle la température évolue de 65°C à 95°C à raison de 0,5°C toute les 5 

secondes et enfin 1 minute à 22°C. Les résultats sont analysés avec le logiciel Biorad CFX 

Maestro.   

 

L. Croissance en agar mou (soft agar assay) 

Dans une plaque 6 puits, 3.5 ml de bottom agar sont déposés au fond de chacun des puits. Après 

polymérisation, sont ajoutés sur cette gélose 2 ml qui sont composés d’1 ml de bottom agar et 

d’1 ml de milieu de culture contenant 50 000 cellules à étudier. Lorsque la gélose est 

suffisamment reposée, du milieu de culture et ajouté par-dessus afin d’éviter leur assèchement. 

Après 3 semaines à 37°C, 5% CO2, les colonies sont comptées après coloration au cristal violet.  

Composition du bottom agar pour les cellules BJ-5ta : 10.70g de milieu DMEM en poudre 

(2X)(gibco® by life TechnologyTM) + 2.96g de NaHCO3 + 200 ml de milieu 199 (Sigma Aldrich 

M4530) + 300 ml d’eau. Le pH est ajusté jusqu’à 7 avec de l’HCl et l’ensemble de la solution 

est filtrée par un filtre de 0.2µm. Au moment de couler les géloses, sont ajouté 2 % d’agar 

(Invitrogen # 3091-023), 10% de SVF, 100 unités/ml de pénicilline et 100µg/ml de 

streptomycine.  

Au moment de la coloration au cristal violet, le milieu de culture liquide est éliminé et remplacé 

par la solution de cristal violet. Celle-ci est composée de poudre de cristal violet et de PBS et 

est laissé sur les cellules environs 3 heures. Avant la lecture des plaques, la solution de 

coloration est éliminée.  
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Résultats  

I. Mise en place du ciblage des gènes par la technique CRISPR-

Cas9  

A. Création de la lignée BJ-5ta exprimant la Cas9 

Les cellules BJ-5ta sont difficiles à transfecter et plus la taille du plasmide à faire entrer dans 

les cellules est grand, moins les cellules se transfectent facilement. Pour pallier à ces difficultés 

et faciliter l’établissement du modèle cellulaire, la séquence codante de la protéine Cas9, sous 

contrôle d’un promoteur inductible à la doxycycline, est directement intégrée dans le génome 

des cellules suite à une infection lentivirale. Le plasmide utilisé pour la production de ces virus 

est présenté ci-dessous (figure 27).  

 

Figure 27 : Carte du plasmide pCas9i_BlastR  

Ce plasmide porte la séquence codante de la Cas9 sous contrôle du promoteur inductible Tet (inductible en présence de 

doxycycline). Une séquence 3xFLAG en amont de la séquence de la Cas9 permet la production d’une protéine taguée. Ce 

plasmide porte également le gène de résistance à la Blasticidine (BlastR). 
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Les cellules ont été infectées à une MOI de 0,5 et celles qui ont intégré le virus sont 

sélectionnées par ajout de blasticidine à 10µg/ml au milieu de culture.  

 

Après expansion, les protéines totales ont été extraites d’une partie de ces cellules, traitées ou 

non à la doxycycline. La protéine Cas9 étant taguée par un 3xFLAG, un anticorps anti-FLAG 

a permis de révéler sa présence sur western blot (figure 28). En absence d’induction, une faible 

expression de Cas9 est observée et cette expression est augmentée par la doxycycline ajoutée 

au milieu de culture. Plusieurs doses de doxycycline ont été utilisées afin d’induire l’expression 

de la Cas9 : 1µg /ml, 2µg/ml ou 5µg/ml.  

 

 

Figure 28 : Western Blot ayant permis la détection de la protéine Cas9 dans les cellules BJ-5ta infectées par le 

pCas9i_BlastR et avec ou sans indiction à la doxycycline  

Les extraits déposés sont des extraits totaux issus de cellules résistantes à la blasticidine non traitées à la doxycycline 

(0µg/ml) ou bien avec 1, 2 ou 5µg/ml de doxycycline.  

 

Ces cellules qui expriment la protéine Cas9 sont nommées BJ_Cas9i_BlastR. Elles sont 

résistantes à l’hygromycine via l’intégration d’hTERT et à la blasticidine via l’intégration de 

Cas9.  

Ainsi, lors de la construction du modèle et de l’utilisation du système CRISPR-Cas9, seuls les 

ARN guides seront à transfecter dans les cellules.  

 

B. Validation de l’efficacité du système CRISPR-Cas9 

Bien que les cellules expriment la Cas9, il est nécessaire de vérifier que cette protéine est 

fonctionnelle dans le cadre du système CRISPR-Cas9. Pour cela, une partie des cellules 

BJ_Cas9i_BlastR est infectée par un lentivirus qui va intégrer la séquence codante de la GFP. 

La MOI utilisée pour l’infection est de 0,3 et les cellules seront sélectionnées sur plusieurs 
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semaines par le G418. Une observation au microscope à fluorescence permet de constater la 

bonne expression de la GFP dans les cellules BJ_Cas9i_BlastR_GFP.  

 

Ces cellules fluorescentes vont alors subir une nouvelle infection permettant l’intégration d’un 

ARN guide dirigé contre la GFP : BJ_Cas9i_BlastR_GFP_SgARN-GFP. La MOI utilisée pour 

l’infection est de 4 et les cellules ne peuvent cette fois pas être triées. Ces cellules sont 

également induites à la doxycycline afin d’activer l’expression de la Cas9 et ainsi avoir 

l’ensemble des éléments du système CRISPR-Cas exprimés dans les cellules.  

Après dix jours en culture, la population de cellules est passée au cytomètre en flux afin de 

déterminer s’il y a effectivement extinction de la GFP et en quelle proportion (figure 29).  

 

 

Figure 29 : Analyse par cytométrie en flux de la proportion de cellules fluorescentes GFP parmi une population dont le gène 

codant pour la GFP est ciblé par le système CRISPR-Cas9  

Les cellules BJ_Cas9i_BlastR sont le contrôle négatif de fluorescence puisqu’elles ne possède pas le gène codant la GFP. Les 

cellules BJ_Cas9i_BlastR_GFP sont le contrôle positif de fluorescence puisqu’elles exprime de gène codant la GFP. Dans la 

population de cellules BJ_Cas9i_BlastR_GFP_sgARN-GFP, certaines cellules expriment l’ensemble du système CRISPR-

Cas9 ciblant le gène de la GFP.  

 

Le passage des cellules au cytomètre montre effectivement une perte de fluorescence pour les 

cellules exprimant l’ARN guide dirigé contre le gène de le GFP. Il y a donc eu disruption de ce 

gène par le système CRISPR-Cas9. Ces résultats montrent que le système CRISPR-Cas9 est 

bien fonctionnel dans ces cellules et capable d’induire une cassure double-brin. Ce système peut 

donc être utilisé ultérieurement pour réaliser des disruptions de gènes.  

 

II. Absence de BCR-ABL1 

L’objectif d’une partie de ma thèse est de faire exprimer l’oncoprotéine de fusion BCR-ABL1 

aux cellules fibroblastiques BJ_Cas9i_BlastR. Il est donc important de vérifier au préalable 

l’absence de cet oncogène BCR-ABL1 dans le génome des cellules. Mais aussi de vérifier le 
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nombre de copies des gènes BCR et ABL1 ainsi que le nombre de chromosomes total dans les 

noyaux de ces cellules BJ_Cas9i_BlastR.  

Pour vérifier simultanément tous ces points de contrôle, c’est la technique de « Fluorescence in 

situ hybridization » (FISH) qui a été abordée. Cette méthode a permis de marquer par une 

fluorescence verte le gène BCR sur le chromosome 22 et par une fluorescence rouge le gène 

ABL1 sur le chromosome 9.  

 

 

Figure 30 : FISH réalisée sur les cellules BJ_Cas9i_BlastR afin de révéler la présence des gènes BCR et ABL1  

Le gène BCR est mis en évidence par des sondes émettant une fluorescence verte et le gène ABL1 par des sondes émettant 

une fluorescence rouge. La présence de l’oncogène de fusion BCR-ABL1 conduirait à la colocalisation des sondes ciblant 

BCR et ABL1 et à l’émission d’une florescence jaune.  

 

La FISH réalisée sur les noyaux des cellules BJ_Cas9i_BlastR a révélé la présence de deux 

copies des gènes BCR et ABL1 situées respectivement chacune sur un chromosome 22 et 9 

(chromosomes métaphasiques)(figure 30). Cette expérience n’a pas mis en évidence la présence 

de l’oncogène de fusion BCR-ABL1 (qui ressortirai par une fluorescence jaune). Et finalement 

le nombre de chromosomes dans les noyaux des cellules BJ_Cas9i_BlastR est de 46, soit 23 

paires de chromosomes c’est-à-dire le nombre attendu pour ces cellules humaines.  

L’absence du gène de fusion BCR-ABL1 nous permet d’utiliser ces cellules pour la construction 

du modèle cellulaire de la LMC.   
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Chapitre 1 
Modélisation de la Leucémie Myéloïde 
Chronique 

I. Intégration de la séquence codante de l’oncogène BCR-ABL1 

Les cellules BJ_Cas9i_BlastR (résumées par « clone » dans les figures du manuscrit) ont été 

infectées avec le virus permettant l’intégration la séquence codante de BCR-ABL1. Le plasmide 

p252_BcrAbl1, qui a permis la production de ces virus, a été validé par séquençage afin de 

vérifier l’absence de mutation dans la séquence d’intérêt et est présenté schématiquement ci-

dessous (figure 31). 

 

 

Figure 31 : Carte du plasmide p252_BcrAbl1  

L’oncogène de fusion BCR-ABL1 est sous contrôle du promoteur MND. Les exons d’initiation (ATG) et de fin (STOP) de la 

traduction sont indiqués. La sélection des cellules est possible par le gène du fluorescence tdTomato.  

 

Compte tenu de la taille du virus et de la taille de l’insert, les cellules ont été infectées à une 

MOI importante afin d’accroitre le nombre de cellules qui l’auront intégré, soit une MOI de 10. 

Pour avoir suffisamment de recul sur la construction du modèle, l’infection a été réalisée trois 
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fois sur trois populations de cellules BJ_Cas9i_BlastR. Les cellules ayant intégré l’oncogène 

ont été sélectionnées au cytomètre en fonction de leur capacité à émettre de la fluorescence 

Tomato. Lors de ce tri, les cellules fluorescentes ont directement été clonées en plaque 96 puits 

et mises en culture à 37°C durant trois à quatre semaines afin d’obtenir une population clonale 

qui puisse être expansée pour analyse.  

 

A. Amplification du transcrit BCR-ABL1 

La première analyse qui a été menée consistait à valider l’intégration de la séquence codante de 

BCR-ABL1 dans le génome des cellules. Pour valider ceci, mais aussi la capacité de cet 

oncogène à être transcrit, cette analyse a été menée sur les ARN messagers. Après extraction 

des ARNs totaux par Trizol, comme décrit dans le matériel et méthode, suivie d’une 

rétrotranscription en ADN complémentaire par des oligo-dT, des amplifications des séquences 

d’intérêt par PCR ont été réalisée. Ces amplifications ont été réalisées avec une amorce sens 

dans la séquence de BCR et la seconde amorce antisens dans la séquence d’ABL1 afin 

d’amplifier des fragments correspondant à BCR majeur, à ABL majeur et à BCR-ABL1 

complet (figure 32).  

 

 

Figure 32 : Représentation schématique de la position des amorces de PCR permettant de vérifier la présence du transcrit 

BCR-ABL1 dans les cellules infectées  

Les amorces sens sont situées dans BCR (violet) et les amorces antisens dans ABL1 (vert). Trois amplifications sont réalisées 

afin d’amplifier un fragment contenant surtout la séquence correspondant à BCR (BCR majeur), la séquence d’ABL1 (ABL 

majeur) ou le transcrit BCR-ABL1 au complet (BCR-ABL1 complet) 

 

Ceci permet d’amplifier seulement les séquences d’intérêt et non les BCR et ABL1 endogènes. 

Pour chacune de ses PCR, la lignée K562 a été utilisée comme lignée de référence puisqu’elle 

exprime l’oncogène BCR-ABL1 de façon constitutive. Le plasmide p252_BcrAbl1 qui apporta 

la séquence codante de BCR-ABL1, et qui a permis la production des virus est également utilisé 

comme contrôle positif de la réaction de PCR.  

Les PCR correspondant aux amplifias BCR majeur, ABL majeur et BCR-ABL1 complet ont 

été réalisées sur trois clones fluorescents lors du passage en cytométrie en flux et chacun issu 
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d’une infection différente (pour rappel, trois infections par le virus p252_BcrAbl1 ont été 

réalisées).  

Les résultats sont présentés dans la figure 33.  

 

 

 

Figure 33 : Electrophorèse sur gel d'agarose (1%) des PCR réalisées sur les ADNc des cellules BJ_Cas9i_BlastR 

fluorescentes suite à l'infection par le virus p252_BcrAbl1  
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Les puits « p252_BcrAbl1 » et « K562 » correspondent aux contrôles positifs de la réaction de PCR. Le puits « H2O » 

correspond au contrôle négatif de la réaction de PCR et permet de vérifier l’absence de contamination lors de la réaction. Les 

puits « Clone n° » correspondent aux cellules non infectées par le virus p252_BcrAbl1. Et les puits « Clone n°_BcrAbl1 » 

correspondent aux cellules infectées par le virus p252_BcrAbl1 et qui sont fluorescente.  

A. Amplification du fragment correspondant à BCR majeur. B. Amplification du fragment correspondant à ABL1 majeur.  

C. Amplification du transcrit BCR-ABL1 complet 

 

Concernant l’amplification correspondant au fragment BCR majeur, une amplification de la 

taille attendue est constatée pour les contrôles positifs : K562 et p252_BcrAbl1. Une 

amplification de taille identique est obtenue dans chacun de clones testés et pour lesquels une 

expression de BCR-ABL1 est effectivement attendue. En revanche il n’y a pas d’amplification 

obtenue pour les clones correspondants aux contrôles non infectés par le virus ni pour 

l’amplification sans matrice (H2O).  

Les résultats de l’amplification du fragment ABL majeur sont similaires. Seule l’amplification 

attendue pour le clone1_BcrAbl1 est manquante. Cependant cette amplification avait été 

obtenue lors de précédentes réactions de PCR consistant à tester ce clone seul. Malgré plusieurs 

tentatives pour obtenir une figure complète, il manquait soit l’amplification pour le contrôle 

p252_BcrAbl1, soit pour ce clone. Puis la réaction suivante apporte finalement la réponse à ce 

défaut d’amplification.  

En effet, la réaction de PCR devant mettre en évidence une amplification complète du transcrit 

BCR-ABL1 montre effectivement que chacun des trois clones devant exprimer l’oncogène 

permettent une réaction PCR positive. La taille de cet amplifia correspond d’ailleurs à celui 

obtenu pour le transcrit BCR-ABL1 dans les cellules K562. Cette fois, c’est les contrôle 

p252_BcrAbl1 qui n’a pas permis d’amplification. La réaction PCR a été reproduite sur le 

vecteur linéarisé, avec en contrôle positif les ADNc issus des cellules K562, et la réaction s’est 

révélée positive. Une fois de plus les contrôles négatifs pour la présence de BCR-ABL1 ne 

montrent pas d’amplification.  

Les réactions de PCR ont été purifiées et envoyé au séquençage pour valider qu’il s’agit 

effectivement du transcrit attendu. Ce qui fut le cas et sans détection de mutation.  

 

Les trois clones ici présentés ont donc intégré la séquence codante du gène BCR-ABL1 et 

peuvent transcrire cet oncogène dans sa totalité. Ce sont maintenant des cellules appelées 

BJ_Cas9i_BlastR_BcrAbl1 (résumées par clone_BcrAbl1 dans les figures du manuscrit). Il 

fallait ensuite valider la présence de la protéine.  
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B. Détection de la protéine par western blot 

Pour déterminer si l’ARNm est traduit en protéine BCR-ABL1 dans les cellules 

BJ_Cas9i_BlastR_BcrAbl1, ce sont des extraits totaux obtenus par RIPA qui ont été déposés 

sur des gels de polyacrylamide.  

Deux anticorps sont ensuite utilisés pour révéler la présence de la protéine d’intérêt : un 

anticorps dirigé contre la protéine ABL1 et un anticorps dirigé contre la protéine BCR. Ceci 

doit permettre de mettre en évidence les protéines endogènes BCR et ABL1 ainsi que la protéine 

de fusion BCR-ABL1.  

Une fois de plus ce sont des extraits protéiques issus des cellules K562 qui sont utilisés comme 

contrôle positif de la présence de l’oncoprotéine.  

La figure 34 montre les résultats obtenus lors de la sélection par western blot (anticorps anti-

ABL1) des clones ayant un transcrit complet de BCR-ABL1. 

 

 

Figure 34 : Western Blot pour la sélection des cellules ayant une traduction en protéine du transcrit BCR-ABL1 

Le puits « K562 » sert de contrôle positif pour la détection de la protéine de fusion BCR-ABL1. Les puits « clone n° » 

correspondent aux cellules non infectées par le virus p252_BcrAbl1. Les puits « clone n°_BcrAbl1 » correspondent aux 

cellules infectées par le virus p252_BcrAbl1 et ayant un transcrit complet de BCR-ABL1 détectée par RT-PCR.  

La protéine ABL1 fait 120 kDa, la protéine de fusion BCR-ABL1 a une taille de 210 kDa et la β-actine qui sert de contrôle 

de charge du gel a une taille de 45 kDa.  

 

Plusieurs observations sont faites. La détection d’une protéine de 120 kDa, correspondant à la 

protéine ABL1 est mise en évidence dans tous les extraits déposés sur le western blot. Pour le 



90 

 

contrôle positif ensuite, la présence d’une bande à la taille attendue (210 kDa) et correspondant 

à BCR-ABL1 est visible. Dans les cellules n’exprimant pas BCR-ABL1, cette bande n’est pas 

visible. En revanche, dans les cellules infectées qui expriment le transcrit BCR-ABL1 complet, 

une bande de la taille attendue mais de très faible intensité est visible dans certains clones : 

clones 2 et 3_BcrAbl1. Surtout, une seconde bande est visible uniquement dans les cellules 

exprimant le transcrit BCR-ABL1 mais ne correspond pas à la taille attendue. Par rapport au 

contrôle positif K562, la taille de cette protéine mise en évidence par le western blot est réduite.  

Afin de vérifier si la présence de cette bande détectée est liée à l’intégration de la séquence 

codante de BCR-ABL1, de nouveaux western blots ont été réalisés en utilisant les anticorps 

dirigés contre les protéines BCR et ABL1. Les résultats obtenus sont présentés dans la figure 

35.  

 

 

Figure 35 : Western blot contre les protéines BCR et ABL1 afin de valider le fait que la bande observée est lié à l'expression 

de l'oncogène BCR-ABL1 

 

La bande en question est révélée uniquement dans les cellules ayant intégré la séquence codante 

de la protéine BCR-ABL1 et est de forte intensité. De plus elle est révélée par les anticorps 

dirigés contre BCR et contre ABL1. La présence de cette protéine est donc effectivement liée à 

l’expression de la séquence codante de BCR-ABL1 intégrée par voie lentivirale. Sa taille est 

effectivement inférieure à celle de 210 kDa attendue pour la protéine de fusion BCR-ABL1 

(révélée dans l’extrait issu des cellules K562). La forme totale de la protéine qui était visible 

pour les clones 2 et 3_BcrAbl1 est ici très faible. 

 

Il est maintenant important de déterminer si la protéine produite, tronquée ou pas, est 

fonctionnelle et si son expression est suffisante pour induire un phénotype tumoral à ces lignées 

cellulaires.  
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C. Vérification du statut tumoral des cellules  

L’objectif étant de construire un modèle de transformation tumoral contrôlé, il est nécessaire 

de vérifier à chacune des étapes de la transformation si les cellules ont acquis ou non un 

phénotype tumoral. A ce moment de la construction du modèle, il s’agit de vérifier si 

l’expression de BCR-ABL1 est suffisante pour induire ce phénotype tumoral. Pour cela, les 

cellules sont mises en culture dans un milieu semi-solide, comme décrit dans le matériels et 

méthodes. Seules les cellules ayant un phénotype tumoral auront la capacité à croitre dans ce 

milieu semi solide (aussi appelé agar mou) et formeront alors des colonies.  

Un contrôle positif correspondant à une lignée cellulaire transformée par des éléments 

génétiques définis et ayant un phénotype tumoral, disponible au laboratoire est utilisée comme 

contrôle positif de l’expérience. Puis les clones exprimant ou non BCR-ABL1 sont testés (figure 

36).  

 

 

Figure 36 : Photos des cellules cultivées en agar mou (x4) 

Dans chacune des conditions, 50 000 cellules ont été placées en culture durant trois semaines à 37°C. 

 

Comme attendu, les cellules de la lignée contrôle positif montre une capacité à se diviser sans 

ancrage et forme des colonies en agar mou. Les clones 1, 2 et 3 n’exprimant pas BCR-ABL1 
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(BJ_Cas9i_BlastR) n’ont pas cette capacité de division sans ancrage propre aux cellules 

tumorales. Ce qui correspond au résultat attendu pour ces cellules. Et les cellules 

BJ_Cas9i_BlastR_BcrAbl1 (clones 1, 2 et 3_BcrAbl1) ne montrent pas non plus de phénotype 

de transformation totale puisqu’aucune colonie n’est visible dans l’agar.  

L’utilisation de trois lignées indépendantes (clones 1, 2 et 3 exprimant ou non BCR-ABL1) 

constitue un triplicat biologique nécessaire à la validation du modèle. Et pour chacune de ces 

lignées, un triplicat technique a également été appliqué afin de valider les résultats de 

l’expérience de culture en agar mou.  

Pour ces cellules fibroblastiques, l’expression de l’oncogène de fusion BCR-ABL1 n’est pas 

suffisant pour induite une transformation complète des cellules.  

 

D. Vérification de la fonctionnalité de la protéine BCR-ABL1 

Afin de vérifier la fonctionnalité de la protéine, deux cibles de BCR-ABL1 ont été suivies par 

western blot. C’est plus particulièrement l’état de phosphorylation de ces deux protéines qui 

était à identifier. Les deux cibles suivies étaient donc CRKL/p-CRKL et STAT5/p-STAT5. Des 

anticorps différents permettaient de reconnaitre soit la forme normale de la protéine, soit sa 

forme phosphorylée (p-) (figure 37).  

 

 

Figure 37 : Western blot révélant les protéines CRKL et STAT5 sous leur état non phosphorylé ou phosphorylé 

 

Après avoir réalisé ce western blot, aucune conclusion ne pouvait être tirée de cette 

manipulation. Concernant les formes non phosphorylées de ces deux protéines, STAT5 et 

CRKL, une quantité équivalente de chacune d’entre-elles était mise en évidence par le western 
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blot. Et concernant p-STAT5 et p-CRKL, là encore, une quantité équivalente de ces protéines 

phosphorylées a été détectée par western blot. Pour p-STAT5 cependant, il semble que les 

détections obtenues soient plus intenses dans les clones exprimant BCR-ABL1 par rapport à 

leurs lignées de référence. Cependant cette variation d’intensité des bandes en western blot est 

faible et nécessite d’être affirmée par quantification.  

D’autres expériences utilisant des quantités de protéines plus faibles, pour détecter des 

éventuelles différences dans la phosphorylation de STAT5 et de CRKL, n’ont pas permis 

d’obtenir des résultats conclusifs pour autant. 

Une nouvelle expérience a été menée pour observer l’état de phosphorylation globale des 

protéines issues des cellules. L’anticorps utilisé reconnaissant les tyrosines phosphorylées quel 

que soit la protéine. Là encore, peu ou pas de différence n’était observable entre les cellules 

exprimant ou non l’oncogène BCR-ABL1.  

 

II. Validation de la construction en plusieurs étapes de ce modèle 

Afin de valider l’exploitation future de ce modèle, de nouvelles infections ont été réalisées sur 

les cellules BJ_Cas9i_BlastR et les cellules BJ_Cas9i_BlastR_BcrAbl1 afin de leur permettre 

l’expression des gènes E6 et/ou E7 du papillomavirus 16 humain. Cette étape intervient avant 

de produire les lignées cellulaires disruptées pour p53 et Rb par CRISPR-Cas9 et pour constater 

rapidement la faisabilité du modèle à construire. En effets, les protéine E6 et E7 ciblent 

respectivement l’expression ou l’activité des protéines p53 et Rb ce qui implique leur 

inactivation. 

Suite à ces infections, plusieurs lignées établies ont été comparées. Les caractéristiques 

suivantes étaient attendues pour ces lignées : 

- BJ_Cas9i_BlastR : lignée de référence 

- BJ_Cas9i_BlastR_BcrAbl1 : lignée preuve que BCR-ABL1 n’est pas suffisant à la 

transformation des cellules 

- BJ_Cas9i_BlastR_E6E7 : lignée preuve que BCR-ABL1 est nécessaire à la 

transformation des cellules 

- BJ_Cas9i_BlastR_BcrAbl1_E6 : lignée intermédiaire de transformation 

- BJ_Cas9i_BlastR_BcrAbl1_E7 : lignée intermédiaire de transformation 

- BJ_Cas9i_BlastR_BcrAbl1_E6E7 : lignée transformée 
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L’expérience qui a principalement menée sur ces différentes lignées consistait à vérifier le 

comportement des cellules en agar mou. La figure 38 récapitule les résultats obtenus pour 

chacune des lignées testées et la figure 39 montre les résultats visuels obtenus pour la lignée 

n°2 (« clone 2 ») mais des résultats similaires ont été obtenus pour les autres clones 1 et 3 (figure 

38).  

A nouveau, l’utilisation de trois lignées cellulaires indépendantes (Clones 1, 2 et 3 exprimant 

ou non BCR-ABL1) correspond au triplicat biologique. Un triplicat technique a également été 

appliqué à chacune de ces lignées.  

 

 

Figure 38 : Nombre moyen de colonies formées pour chacune des lignées dont la croissance a été testée en agar mou  

Dans chacune des conditions, 50 000 cellules ont été placées en culture durant trois semaines à 37°C 

 

 

 

Figure 39 : Photos des cellules issues du clone 2 (BJ_Cas9i_BlastR) cultivées en agar mou (x4)  

Dans chacune des conditions, 50 000 cellules ont été placées en culture durant trois semaines à 37°C. 
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Les résultats de la croissance des cellules en agar mou montrent une nouvelle fois l’absence de 

division des cellules BJ_Cas9i_BlastR (clone 2) ou des cellules exprimant seulement BCR-

ABL1 (BJ_Cas9i_BlastR_BcrAbl1 = clone 2_BcrAbl1). Les cellules exprimant seulement E6 

et E7 (BJ_Cas9i_BlastR_E6E7 = clone 2_E6E7) n’ont pas acquis la capacité à se diviser en 

absence d’ancrage. Tout comme les cellules intermédiaires exprimant à la fois BCR-ABL1 et 

E6 ou E7 (BJ_Cas9i_BlastR_BcrAbl1_E6 ou E7 = clone 2_BcrAbl1_E6 ou E7). En revanche 

les cellules qui expriment simultanément BCR-ABL1, E6 et E7 

(BJ_Cas9i_BlastR_BcrAbl1_E6E7 = clone 2_BcrAbl1_E6E7) forment des colonies. Ce qui 

indique que ces cellules ont la capacité de se diviser sans nécessité d’ancrage à un support. 

C’est un phénotype caractéristique des cellules transformées/tumorales.  

 

Ces résultats montrent bien la possibilité de créer un modèle de transformation dépendant de 

BCR-ABL1 et nécessitant plusieurs étapes dans la transformation. Dans la suite du projet c’est 

la technologie CRISPR-Cas9 qui sera utilisée pour disrupter directement et spécifiquement les 

gènes TP53 et RB1 afin de se placer dans les conditions qui se rapprochent au maximum de la 

physiologie du cancer. Effectivement les protéines E6 et E7, bien qu’elles inhibent les protéine 

p53 et Rb, ne sont pas spécifiques de ces cibles. Elles peuvent cibler d’autres voies de 

signalisation dans la cellule. De plus, cibler le produit du gène peut s’avérer moins efficace que 

de cibler directement le gène lui-même. Et finalement dans le cas de la LMC, ce sont bien des 

inactivations des gènes TP53 et RB1 qui ont été rapportés et non pas l’expression des protéines 

E6 et E7.  

 

III. Réalisation du KO p53 

Suite à l’intégration de l’oncogène BCR-ABL1 dans les cellules BJ_Cas9i_BlastR et à la preuve 

de faisabilité du modèle, c’est la disruption du gène TP53 qui a été accomplie. Celle-ci doit 

remplacer l’expression de l’oncogène E6 afin de contrôler au mieux la transformation tumorale 

via des manipulations génétiques précises. 

Pour réaliser le KO de ce gène, c’est la technologie de CRISPR-Cas9 qui a été appliquée. Plus 

exactement, deux ARN guides ciblant TP53, respectivement au début et à la fin de l’exon 4, 

ont été apportés aux cellules. Les coupures à ces points du génome peuvent générer une délétion 

d’un fragment de l’exon 4 situé entre ces deux ARN guides.  
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Avant leur transfection, les cellules BJ_Cas9i_BlastR et BJ_Cas9i_BlastR_BcrAbl1 ont été 

traitées à la doxycycline afin d’induire la production de la protéine Cas9. Puis un plasmide 

portant simultanément les deux ARN guides a été apporté par la lipofectamine LTX. Les 

cellules qui sont KO pour le gène TP53 ont ensuite été sélectionnées à la nutline-3a.  

Pour rappel, la nutline-3a inhibe l’interaction entre les protéines MDM2 et p53, stabilisant ainsi 

p53 et favorisant l’activation de ses gènes cibles. Un traitement à une dose adéquate de nutline-

3a permet alors l’arrêt du cycle cellulaire des cellules ou même leur mort par apoptose. Seules 

les cellules ayant un défaut du gène TP53 pourront croitre dans des conditions de culture 

impliquant la nutline-3a (Malina et al. 2013; Guernet et al. 2016).  

 

A. Détection du KO par RT-PCR 

La vérification de la délétion a été directement réalisée sur des ADNc par PCR. Si la délétion 

avait effectivement lieu, il devait y avoir conservation du cadre de lecture : perte de 192 pb soit 

64 acides aminés.  

Dans la figure 40 suivante seuls les résultats obtenus pour les cellules issues du clone 1 sont 

présentées. Des résultats similaires ont été obtenus pour les cellules issues des clones 2 et 3. 

 

 

Figure 40 : Electrophorèse sur gel d’agarose (1%) des PCR réalisées sur les ADNc issus des cellules dont le statut du gène 

TP53 est à déterminer  

Le puits « clone1 » correspond à la lignée de référence (BJ_Cas9i_BlastR) qui n’exprime ni l’oncogène BCR-AL1 et n’a pas 

été transfectée avec les ARN guides ciblant TP53. Le puits « clone 1_p53- » est la lignée de référence dont le gène TP53 a été 
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ciblé par le système CRISPR-Cas9. Le puits « clone 1_BcrAbl1 » n’a pas été ciblé sur TP53 par le système CRISPR-Cas9. 

Le puits « clone 1_BcrAbl1_p53- » exprime BCR-ABL1 et a son gène TP53 qui a été ciblé par le système CRISPR-Cas9.  

 

L’amplification par PCR du fragment d’ADNc de TP53, de part et d’autre du site de coupure, 

permet de mettre en évidence une délétion d’un fragment de ce gène dans les cellules ayant reçu 

les deux ARN guides. De plus il n’y a pas d’amplification correspondant à la forme sauvage du 

gène qui est détecté dans ces cellules, laissant supposer une forme homozygote de la délétion 

(figure 41B). Il y a donc une forte efficacité de la double coupure et d’élimination du fragment 

suite à l’utilisation de la technologie CRISPR-Cas9.  

Cette amplification étant réalisée sur les ADNc, l’information est double : il y a eu coupure et 

élimination du fragment situé entre les deux points de coupure. Mais aussi l’ARNm qui est 

transcrit à partir du gène raccourci n’est pas éliminé. Si le cadre de lecture est effectivement 

conservé suite à la réparation, alors la protéine tronquée sera visible par western blot. 

Mais avant cela, les fragment mis en évidence ici ont été purifié pour être séquencés.  

 

B. Validation du KO par séquençage 

Les fragments de PCR purifiés ont été séquencés par la méthode de Sanger. Voici les séquences 

obtenues :  

 

 

Figure 41 : Résultats du séquençage des ADNc correspondant à TP53 et amplifiés par PCR  
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A. Alignement des séquences correspondant à la forme sauvage de TP53 de référence disponible dans PubMed (mettre le 

numéro de la séquence) (TP53), à la séquence de TP53 sauvage dans les cellules utilisées (TP53-Clone 1) et à la séquence de 

TP53 dans les cellules ciblées par le système CRISPR-Cas9 (TP53-Clone 1_p53-). Les positions des ARN guides utilisés 

pour la réalisation du KO sont indiqués en bleu (ARN guide 1) et en violet (ARN guide 2).  

B. Chromatogramme correspondant à la séquence TP53-Clone1_p53- qui permet de valider une seule et unique séquence 

dans le produit PCR. Révélant une forme homozygote de la délétion.  

C. Structure de la protéine p53 sauvage suivi de l’alignement des séquences en acides aminés des formes sauvages de p53 

(p53 WT : p53 converti depuis la séquence nucléotidique TP53-Clone 1) et de la forme délétée de p53 (p53Δ33-125 converti 

depuis la séquence nucléotidique TP53-Clone 1_p53-) 

 

Ces résultats sont similaires pour tous les clones ayant une délétion pour TP53. 

Les données du séquençage de l’ARNm ont montré une délétion supérieure à celle attendue 

(figure 41A), de 279 nucléotides exactement au lieu des 192 prévus, ainsi que le maintien du 

cadre de lecture pour la traduction. La séquence convertie en acides aminés indique que la 

traduction conduit à une forme tronquée de 93 acides-aminés (de la position 33 à la position 

125) de la protéine p53 (p53Δ33-125) (figure 41C). Finalement c’est l’intégralité de l’exon 4 

de TP53 qui a été éliminé suite à l’action du système CRISPR-Cas9 et de la réparation par 

NHEJ et ceci dans les deux allèles du gène (figure 41B). La figure 41C permet par ailleurs de 

positionner la délétion sur la protéine. Et ce sont donc les domaines de transactivation (TA) et 

une partie du domaine de liaison à l’ADN qui sont manquent à la protéine tronquée.  

 

C. Détection de la protéine tronquée par western blot 

La délétion d’un fragment du gène TP53 par la technique CRISPR-Cas9 est validée. Les effets 

de ce KO sur la protéine p53 ont également été validé par western blot sur des extraits totaux 

(figure 42).  
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Figure 42 : Mise en évidence par western blot des formes de la protéine p53 dans les différentes lignées cellulaires modifiées  

Le puits correspondant aux protéines issues du « Clone 2 » (soit BJ_Cas9i_BlastR) sert de contrôle pour la détection de la 

forme sauvage de la protéines p53. Le gène TP53 de cette lignée n’a pas été ciblée par le système CRISPR-Cas9. Le puits 

« Clone 2_p53- » (soit BJ_Cas9i_BlastR_p53-) correspond aux cellules de référence dans lesquelles le système CRISPR-

Cas9 a permis la délétion de l’exon 4 du gène TP53. Le gène TP53 des cellules « Clone 2_BcrAbl1 » (soit 

BJ_Cas9i_BlastR_BcrAbl1) n’a pas été ciblé par le système CRISPR-Cas9 et correspond à la forme sauvage. Le gène TP53 

des cellules « Clone2_BcrAbl1_p53- » a été ciblé par le système CRISPR-Cas9 afin de déléter l’exon 4.  

Ce western blot a été réalisé à partir de 40 µg d’extraits totaux et la normalisation est faite par la β-actine. 

 

Ainsi, la révélation du western blot montre effectivement une bande à 53 kDa qui correspond à 

la protéine p53 dans les extraits issus des cellules qui possèdent la version sauvage du gène 

(Clone 2 et Clone 2_BcrAbl1). A noter que la quantité de protéine p53 est plus importante dans 

les cellules qui expriment l’oncogène BCR-ABL1.  

En revanche, dans cette figure 42, aucune protéine p53 n’est détectable dans les extraits 

correspondant aux cellules pour lesquelles il y a eu délétion de l’exon 4 du gène TP53. Cette 

absence de signal est manipulation dépendante. En effet, lors de la vérification des clones, la 

forme tronquée de la protéine était visible sur le western blot (figure 43).  
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Figure 43 : Mise en évidence par western blot des formes de la protéine p53 dans les différentes lignées cellulaires modifiées 

Les lignées « Clone 1 » et « Clone 1_BcrAbl1 » possèdent la forme sauvage du gène TP53 et expriment donc la forme 

sauvage de la protéine p53. Les lignées « Clone 1_BcrAbl1_p53- » possèdent le gène TP53 délété de l’exon 4 et expriment 

une forme tronquée de la protéine p53 (Δp53).  

Ce western blot a été réalisé à partir de 40 µg d’extraits totaux et la normalisation est faite par la β-actine. 

 

 Dans la figure 43, la forme sauvage de la protéine est détectée dans les extraits totaux issus des 

cellules ayant la forme sauvage du gène (Clone 1 et Clone 1_BcrAbl1). Avec une nouvelle fois 

l’observation d’une surexpression de p53 dans les cellules exprimant BCR-ABL1 par rapport 

aux cellules n’exprimant pas cet oncogène. Puis dans les extraits protéiques totaux issus des 

cellules ayant une délétion de l’exon 4 de TP53, c’est une forme tronquée de la protéine (Δp53) 

qui est détectable. Des résultats similaires ont été observés pour chacun des clones 1, 2 ou 3 

mais de façon aléatoire concernant la forme tronquée de la protéine. C’est-à-dire que Δp53, 

d’un western blot à un autre pouvait être détectée ou absente.  

 

Quoiqu’il en soit la troncature du gène TP53 code pour une forme tronquée de la protéine p53. 

Il est nécessaire de vérifier si cette protéine tronquée est fonctionnelle.  

 

D. Validation par RT-qPCR des effets du KO de p53 

L’élimination d’un fragment de gène et de protéine p53 a été mis en évidence. Il faut maintenant 

valider que la protéine n’est plus capable d’assumer son rôle de facteur de transcription. Pour 

cela les ARN totaux des cellules ont été extraits, rétro-transcrits puis la transcription de certains 

gènes cibles de p53 ont été analysés par qPCR. 
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Ainsi l’activation de la transcription des gènes cibles de p53, CDKN1A, BBC3 et MDM2 a été 

suivi et comparée entre les lignées exprimant la forme sauvage de p53 et la forme tronquée 

Δp53 (figure 44).  

 

 

Figure 44 : Suivi par RT-qPCR de la transcription basale des gènes CDKN1A, BBC3 et MDM2 dans les cellules ayant la 

forme sauvage ou tronquée de TP53  

Les lignées « Clone » et « Clone_BcrAbl1 » correspondent aux lignées exprimant la forme sauvage du gène TP53, avec les 

lignées « Clone » comme lignée de référence à celles qui en sont issues. Les lignées « Clone_p53- » et 

« Clone_BcrAbl1_p53- » expriment la forme tronquée du gène TP53.  

Les résultats présentés correspondent à la moyenne des expressions obtenues des triplicats biologiques (lignées issues des 

clones 1, 2 et 3) et triplicats techniques.  

Le niveau d’expression de chaque gène est normalisé par rapport à la lignée « Clone » et deux gènes de référence SDHA et 

RPL29.  

 

Les données de RT-qPCR montrent une expression similaire des transcrits MDM2, CDKN1A 

et BBC3 dans le cas de cellules exprimant la forme sauvage du gène TP53, bien que la 

transcription de CDKN1A soit augmentée d’environ 1,5 fois dans les lignées exprimant BCR-

ABL1. Dans les cellules ayant la délétion de l’exon 4 de TP53, la transcription des gènes 

HDM2, CDKN1A et BBC3 est réduite de moitié au minimum.  

Ces données de RT-qPCR valident donc la perte de son rôle d’activateur de transcription de la 

protéine p53 suite à la délétion de l’exon 4 du gène TP53. Le gène TP53 est éteint dans les 

lignées ayant été ciblées par le système CRISPR-cas9.  
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E. Déléter TP53 est-il suffisant pour transformer les cellules ? 

Suite à l’extinction du gène TP53, les cellules ont une nouvelle fois été cultivées en agar mou 

afin de vérifier si le KO de ce gène cumulé avec l’expression de BCR-ABL1 était suffisant pour 

transformer totalement les cellules (figure 45).  

 

 

Figure 45 : Photos des cellules issues du clone 3 (BJ_Cas9i_BlastR) cultivées en agar mou (x4)  

Dans chacune des conditions, 50 000 cellules ont été placées en culture durant trois semaines à 37°C. 

 

La culture des cellules en agar mou n’a pas permis la formation de colonies et ce quel que soit 

les cellules mises en culture : BJ_Cas9i_BlastR (ici Clone 3), BJ_Cas9i_BlastR_BcrAbl1 (ici 

Clone 3_BcrAbl1) ou encore BJ_Cas9i_BlastR_BcrAbl1_p53- (ici Clone 3_BcrAbl1_p53-).  

Les cellules BJ_Cas9i_BlastR_p53- (Clone 3_p53-) ont également été testées comme contrôle 

et ne formaient pas de colonies elles non plus. Ce résultat n’est pas présenté.  

Les cellules n’ayant pas de phénotype tumoral, leur transformation n’est pas complète. La 

délétion d’un nouveau gène a alors été envisagé afin d’obtenir des cellules totalement 

transformées : la disruption du gène RB1.  

Cependant, afin de surveiller le comportement des cellules en culture, de nouvelles expériences 

de croissance en agar mou ont été réalisées le temps d’obtenir les lignées KO pour le gène RB1 

par la technologie CRISPR-Cas9. Or ces expériences ont montré progressivement la formation 

de colonies et à tous les stades de transformation des lignées cellulaires. 

Et finalement après quelques semaines de culture supplémentaires, environs 10 semaines, toutes 

les lignées formaient des colonies en agar mou. 

Il n’était ainsi plus possible de suivre la transformation des cellules en accord avec les 

différentes étapes de la construction du modèle. En effets, même les cellules simplement 

BJ_Cas9i_BlastR avaient acquis la capacité à se diviser sans nécessité d’un ancrage, ce qui 

correspond au phénotype tumoral.  

Plusieurs hypothèses peuvent expliquer la dérive de ces cellules et seront abordées dans la partie 

discussion du manuscrit.   
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Quoiqu’il en soit les différentes lignées cellulaires avaient été congelées à des temps très 

précoces après validation de chacune d’elles. Elles ont été décongelées pour constater si toutes 

les cellules, y compris celles qui n’avaient pas été maintenu en culture, avaient acquis ce 

phénotype tumoral. Ce qui fut effectivement le cas.  

Il fallait donc prévoir la construction du modèle en se basant sur une nouvelle lignée cellulaire 

de départ. Les BJ-5ta étant maintenant considérées comme potentiellement instables au cours 

du temps.  

 

IV. Clonage d’un nouveau vecteur BCR-ABL1 

La construction du modèle devant être repensée, un nouveau vecteur permettant la production 

des virus pour l’intégration de la séquence codante de BCR-ABL1 a été réalisé. La carte de ce 

vecteur est présentée dans la figure 46 ci-dessous.  

 

 

Figure 46 : Carte du plasmide p197_hygro_3xFLAG_BcrAbl1  

Les gènes BCR-ABL1 et de sélection à l’hygromycine sont sous contrôle du promoteur MND. La séquence 3xFLAG en 

amont de la séquence codante de BCR-ABL1 permet la production d’une protéine flaguée.  

 

Cette fois la séquence codante de BCR-ABL1 et le gène de sélection à l’hygromycine seront 

sous contrôle d’un seul et même promoteur. Le gène de sélection ne correspondra donc plus à 
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une fluorescence mais à une résistance à un antibiotique. Autre modification, l’ajout d’une 

séquence 3xFLAG en amont de la séquence codante de BCR-ABL1. Ceci permettra la 

production d’une protéine 3xFLAG et devrait faciliter sa détection par western blot. Ce 

plasmide est appelé p197_hygro_3xFLAG_BcrAbl1.  

  

Suite au clonage et à la validation de ce vecteur par séquençage, sa capacité à permettre 

l’expression de BCR-ABL1 ainsi que du gène de résistance à l’hygromycine a été contrôlé dans 

des cellules Hela.  

Une transfection transitoire a été réalisée pour ce vecteur (figure 47) puis pour le vecteur 

p252_BcrAbl1 (figure 48).  

 

Figure 47 : Détection de la protéine BCR-ABL1 par western blot et par un anticorps dirigé contre le 3xFLAG  

Les cellules Hela non transfectées (Hela NT) servent de contrôle à l’expérience. Dans ces cellules il n’y a pas d’expression du 

vecteur p197_hygro_3xFLAG_Bcr-Abl1, la protéine BCR-ABL1 ne peut donc pas être détectée contrairement aux cellules 

dans lesquelles ce vecteur est apporté par transfection transitoire.  

La β-actine permet de valider la quantité de protéines utilisée pour cette expérience. 

 

La révélation du western blot suite à l’hybridation d’un anticorps dirigé contre le 3xFLAG 

permet de mettre en évidence une protéine de la taille attendue dans les cellules qui ont reçu le 

plasmide p197_hygro_3xFLAG_BcrAbl1, soit 210 kDa environs. Cette bande observée à 210 

kDa étant la seule visible sur le gel, il est certain qu’il s’agit de la protéine BCR-ABL1.  

Autre constatation liée à la transfection des cellules Hela avec ce plasmide, c’est que suite à 

l’ajout de l’hygromycine dans le milieu de culture, des cellules ont survécu à la sélection 

contrairement aux cellules non transfectées elles aussi traitées avec la même dose 

d’hygromycine sur la même durée.  
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Un nouveau western blot a ensuite été réalisé mais en utilisant des anticorps dirigés contre BCR 

et contre ABL1 (figure 48). Un extraits protéique issu de cellules K562 a été déposé comme 

contrôle de la présence de la protéine BCR-ABL1. Un extrait des cellules Hela transfectées 

avec le plasmide p252_BcrAbl1 a également été ajouté. Le p252_BcrAbl1 ayant servi de base 

pour le clonage de la séquence codante de BCR-ABL1 dans le p197, il était important de valider 

que la protéine produite est de taille similaire. De plus ce contrôle permettra d’interpréter les 

tailles observées pour la protéine BCR-ABL1 dans les cellules BJ-5ta.  

 

 

Figure 48 : Détection de la protéine BCR-ABL1 par western blot, par des anticorps dirigés contre BCR et contre ABL1  

L’extrait protéique issus des cellules Hela non transfectées (Hela NT) permet de valider l’absence de l’oncoprotéine BCR-

ABL1 dans ces cellules. Les protéines extraites des cellules K562 sont utilisées comme contrôle de la présence de la protéine 

de fusion BCR-ABL1. Les protéines issues des cellules Hela transfectées avec le plasmide p252_Bcr-Abl1 ou 

p197_hygro_3xFLAG_Bcr-Abl1 permettent de valider l’expression de BCR-ABL1 à partir de ces plasmides en question.  

La détection de la β-actine permet de valider la quantité de protéines chargées pour réaliser cette expérience.  

 

La révélation du western blot permet de mettre en évidence la présence d’une protéine 

correspondant à la taille attendue dans chacun des extraits pour lesquels BCR-ABL1 est 

souhaité. Dans les cellules Hela transfectées à la fois avec le p252_BcrAbl1 et avec le 

p197_hygro_3xFLAG_BcrAbl1 une bande correspondant à la protéine totale BCR-ABL1 dans 
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les extraits de cellules K562 est mise à jour. C’est donc que la protéine est bien produite à partir 

de ces deux plasmides. Cette protéine est révélée à la fois avec l’anticorps dirigé contre BCR et 

contre ABL1. De plus, l’absence de détection de cette protéine dans l’extrait protéique issu des 

cellules non transfectées (Hela NT) valide l’identité de BCR-ABL1.  

Cela permet de confirmer l’utilisation de ce plasmide pour la production de lentivirus. Ces virus 

seront utilisés pour infecter des cellules et intégrer la séquence codante de BCR-ABL1 dans leur 

génome. Les cellules en question qui seront utilisées pour la reconstruction du modèle de 

transformation seront les fibroblastes humains IMR90.   
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Chapitre 2 
KO du gène TP53 dans des cellules BJ-
5ta exprimant la Cas9.  

Était déjà disponible au laboratoire une lignée cellulaire clonale totalement KO pour le gène 

TP53. Ces cellules sont des BJ-5ta qui avaient été obtenues par l’utilisation du système 

CRISPR-Cas9 puis par isolement d’un clone d’intérêt. Ce clone délété pour p53 est nommé 

TP53KO (par opposition aux cellules TP53WT d’origine) et montre par séquençage une délétion 

de 4 nucléotides pour les deux allèles du gène. L’absence de détection de la protéine p53 par 

western blot a validé le KO. Enfin, des analyses par RT-qPCR ont permis de valider que 

l’absence de la protéine p53 avait un effet négatif sur la transcription de ses gènes cible au sein 

de ces cellules (figure 49).  

 

 

Figure 49 : Suivi par RT-qPCR de la transcription basale des gènes CDKN1A, BBC3, MDM2 et TP53 lui-même dans les 

cellules ayant la forme WT ou KO de TP53  

La lignée TP53WT est utilisée comme référence pour cette comparaison. L’expression des gènes étudiés est donc considérée 

comme étant de 1 pour cette lignée.  

Le niveau d’expression de chaque gène est normalisé par rapport à la lignée TP53WT et deux gènes de référence SDHA et 

RPL29.  

 

I. Caractérisation des cellules KO p53  

L’expression de p53 ainsi que certaines de ses cibles a été analysée pour les cellules ayant un 

p53 sauvage et pour leurs dérivées p53 KO. Pour ces analyses, les cellules auront subi, ou non, 
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des traitements à 8µM de nutline-3a sur des temps différents. Le taux des transcrits est analysée 

par RT-qPCR pour les gènes TP53, CDKN1A, BBC3 et MDM2. Et l’expression protéique est 

réalisée sur les produits de ces gènes, soit p53, p21 et MDM2.  

 

A. Analyse de la transcription des gènes cibles de p53 entre la lignée TP53WT 

et TP53KO 

1. Après un traitement de 24 heures à 8µM de nutline-3a 

La transcription des gènes cibles de p53 a été suivi par RT-qPCR sur les gènes CDKN1A, BBC3 

et MDM2 dans les lignées TP53WT et TP53KO sans traitement ou avec un traitement de 24 heures 

à 8µM de nutline-3a. La transcription du gène TP53 lui-même a également été suivie.  

La figure 50 présente les résultats obtenus pour les gènes cités et permet de comparer la 

transcription entre la lignée TP53WT et la lignée TP53WT traitée 24h à 8µM de nutline-3a 

(TP53WT nut).  

 

 

Figure 50 : Suivi par RT-qPCR de la transcription des gènes TP53, CDKN1A, BBC3 et MDM2 dans les cellules TP53WT 

traitées ou non à 8µM de nutline-3a pendant 24h  

La lignée TP53WT est utilisée comme référence pour cette comparaison. L’expression des gènes étudiés est donc considérée 

comme étant de 1 pour cette lignée.  

Le niveau d’expression de chaque gène est normalisé par rapport à la lignée TP53WT et deux gènes de référence SDHA et 

RPL29.  

 

La figure 51 présente les résultats obtenus pour les mêmes gènes et permet de comparer la 

transcription entre la lignée TP53WT et la lignée TP53KO ainsi que la lignée TP53KO traitée 24h 

à 8µM de nutline-3a (TP53KO nut). 
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Figure 51 : Suivi par RT-qPCR de la transcription des gènes TP53, CDKN1A, BBC3 et MDM2 entre les cellules TP53WT et 

les cellules TP53KO traitées ou non à 8µM de nutline-3a pendant 24h  

La lignée TP53WT sert de lignée de référence pour l’analyse de la transcription des gènes dans les lignées TP53KO et TP53KO 

nut et a donc une expression considérée comme étant de 1.  

Le niveau d’expression de chaque gène est normalisé par rapport à la lignée TP53WT et deux gènes de référence SDHA et 

RPL29.  

 

En comparant les deux figures ci-dessus, il est clair que l’ajout de nutline-3a dans le milieu de 

culture des cellules exprimant la protéine p53 WT active la transcription des cibles de cette 

protéine, jusqu’à 35 fois pour le gène MDM2. Pour TP53, il n’y a pas d’activation de la 

transcription. L’activation de p53 par la nutline-3a ne se fait pas au niveau transcriptionnel mais 

protéique.  

En revanche, l’ajout de cette même molécule au milieu de culture des cellules p53 KO ne 

montre aucun effet sur la transcription des gènes cibles de p53 ou sur TP53 lui-même. Ces 

résultats de RT-qPCR montrent donc qu’un traitement à la nutline-3a n’a plus d’effet sur 

l’activation de la transcription des gènes cible de p53. En effet, la protéine p53 n’étant plus 

active, son activation par la nutline-3a est sans conséquences sur les gènes étudiés.  

 

2. Identification du temps nécessaire pour l’activation de la transcription par 

p53 

De nouvelles expériences de RT-qPCR ont été conduites afin de déterminer le temps nécessaire 

à p53 pour activer la transcription de ses cibles directes. En ciblant par RT-qPCR 

spécifiquement CDKN1A, MDM2 et BBC3 qui sont trois cibles directes connues de p53 et 

codant respectivement pour p21, impliqué dans l’arrêt du cycle cellulaire, MDM2, impliquée 
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dans la régulation de p53 et PUMA, impliquée dans l’apoptose. Les mesures par RT-qPCR ont 

été menées à des temps différents de traitement à la nutline-3a. Il est ainsi possible de déterminer 

le temps nécessaire à p53 pour activer la transcription de ses cibles après sa propre activation 

par la nutline-3a (figure 52).  

 

 

Figure 52 : Suivi par RT-qPCR de la transcription des gènes TP53, CDKN1A, BBC3 et MDM2 dans les cellules TP53WT 

traitées à 8µM de nutline-3a sur des temps variables (entre 0 et 24 heures)  

Le niveau d’expression de chaque gène est normalisé par rapport à la lignée TP53WT et deux gènes de référence SDHA et 

RPL29.  

 

L’activation de la transcription pour les gènes cibles de p53 est visible entre 30 minutes et 2 

heures après ajout de la nutline-3a au milieu de culture des cellules.  

Une nouvelle RT-qPCR entre ces deux temps est réalisée afin d’affiner les observations (figure 

53).  
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Figure 53 : Suivi par RT-qPCR de la transcription des gènes TP53, CDKN1A, BBC3 et MDM2 dans les cellules TP53WT 

traitées à 8µM de nutline-3a sur des temps variables (entre 0 et 2 heures) 

 Le niveau d’expression de chaque gène est normalisé par rapport à la lignée TP53WT et deux gènes de référence SDHA et 

RPL29.  

 

Ces résultats montrent qu’une activation de la transcription des gènes cibles de p53 est visible 

entre 30 minutes (0,5h) et 1 heure 30 (1,5h) de traitement à la nutline-3a selon les cibles. C’est 

donc cette référence de temps d’1 heure 30 minutes qui sera utilisé pour considérer un gène 

comme étant une cible directe de p53 ou non.  

 

La même expérimentation a été menée sur des gènes dont la transcription est inhibée suite à 

l’activation de p53. Dans cette situation, l’hypothèse est que l’inhibition est indirecte et que 

c’est une voie de signalisation activée par p53 qui va être impliquée dans la baisse de la 

transcription de ces gènes et non p53 lui-même (Engeland 2017; Fischer 2017). Il faut donc 

s’attendre à un temps supérieur à 1 heure 30 minutes avant de constater une baisse de la 

transcription de ces gènes en question. Les gènes ainsi étudiés sont impliqués dans la 

progression du cycle cellulaire : E2F1, CCNA, CCNB1 et CCNB2 (figure 54). 
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Figure 54 : Suivi par RT-qPCR de la transcription des gènes E2F1, CCNA2, CCNB1 et CCNB2 dans les cellules TP53WT 

traitées à 8µM de nutline-3a sur des temps variables (entre 0 et 24 heures)  

Le niveau d’expression de chaque gène est normalisé par rapport à la lignée TP53WT et deux gènes de référence SDHA et 

RPL29. 

 

Contrairement à l’activation de la transcription étudiée ci-dessus, l’inhibition de la transcription 

de ces gènes nécessite un temps plus long pour se mettre en place. L’effet inhibiteur est visible 

environs 6 heures après l’activation de p53 par la nutline-3a.  

 

Avec ces données, un gène sera considéré comme cible directe de p53 si l’activation de sa 

transcription intervient environs 1 heure 30 après l’activation de cette protéine par la nutline-

3a. Et considéré cible indirecte si sa transcription diminue 6 heures ou plus après l’activation 

de p53 par la nutline-3a. 
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B. Analyse de l’expression des protéine p53, p21 et MDM2 entre la lignée 

TP53WT et TP53KO 

Suite aux analyses menées par RT-qPCR, des analyses par western blot ont été réalisées sur les 

cellules TP53WT et TP53KO traitées ou non à 8µM de nutline-3a à différents temps, afin de 

confirmer au niveau protéique les observations obtenues en transcription (figure 55). 

 

 

Figure 55 : Détection par western blot des protéines p53, p21 et MDM2 dans les cellules TP53WT et TP53KO suite à un 

traitement à la nutline-3a sur des temps variables (entre 0 et 6 heures)  

La détection de la β-actine permet de valider la quantité de protéines chargées pour réaliser cette expérience. 

 

Effectivement, les cellules TP53WT qui ont subi un traitement à la nutline-3a montrent bien une 

augmentation de la quantité de protéines p53 ou codées par des gènes cibles de p53 au cours du 

temps.  

L’activation de p53 par la nutline-3a est visible par la quantité de protéine détectée et ceci dès 

30 minutes de traitement. La quantité de protéine p53 détectée semble augmenter au cours du 

temps avec une quantité de protéine détectée après 6 heures de traitement supérieur à la quantité 

de protéine détectée après 30 minutes de traitement.  

Cette activation est aussi visible sur les protéines p21 et MDM2. Ainsi la quantité de protéine 

MDM2 ou p21 augmente en même temps que l’activation de p53 avec un effet du traitement 

visible dès 30 minutes là encore.  

Concernant les cellules TP53KO, là aussi, deux observations. La première c’est l’absence de 

détection pour la protéine p53 et ceci même après une inhibition de MDM2 par la nutline-3a. 

La seconde c’est l’absence d’activité de p53 visible par la non augmentation de ses cibles. 

MDM2 montre une expression constante au cours du temps et p21 n’est pas détecté. Ces 
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observations sont en accord avec les résultats obtenus en RT-qPCR et permettent de valider le 

KO p53 en transcription et en traduction.   

 

II. Séquençage des ARN totaux pour les cellules TP53WT et TP53KO 

+/- nutline-3a 

La nutline-3a est une molécule utilisée pour altérer l’interaction de p53 avec son inhibiteur 

MDM2. Pour cela, cette drogue entre en compétition avec p53 pour se lier à MDM2 (Vassilev, 

Vu, Graves, et al. 2004). Pour analyser si un traitement à la nutline-3a altère l’expression des 

gènes dans des cellules KO p53, un séquençage des ARN totaux a été réalisé. Les cellules 

TP53WT et TP53KO ont donc subi un traitement de 24h à 8µM de nutline-3a puis les ARN totaux 

ont été extraits et leur qualité analysée avant d’être envoyés à séquencer.  

Les résultats obtenus apportent alors 2 types de réponses. La première concerne la spécificité 

de la nutline-3a à cibler le complexe MDM2-p53 dans les cellules BJ-5ta. En effet, si cette 

molécule est capable de cibler d’autres voies de signalisation dans la cellule, ceci pourra être 

identifié par le séquençage des ARN issus des cellules TP53KO. La seconde concerne la mise à 

jour de nouvelles cibles de p53. Augmenter l’activité de la protéine p53, c’est augmenter la 

transcription de ses cibles, donc la quantité d’ARN apparaitra comme augmentée au 

séquençage. C’est la lignée TP53WT qui apportera cette réponse.  

 

A. Comparaison des lignées TP53KO et TP53KO traitées à la nutline-3a  

Concernant la spécificité de la nutline-3a, les analyses ont été effectuées en se basant sur un 

log2(fold-change) de 2 c’est-à-dire une augmentation de la transcription de 4 fois par rapport à 

la lignée de référence, ici TP53KO, et sur un p-value ≤ 0,05. En comparant les résultats obtenus 

pour la lignée TP53KO et TP53KO traitée à la nutline-3a à 8µM pendant 24h, aucun gène ne voit 

sa transcription diminuer entre les deux conditions. Et seul un gène voit sa transcription 



115 

 

augmenter suite au traitement pas la nutline-3a. Il s’agit du gène CXCL8 qui code pour 

l’interleukine 8 (IL8).  

Il semble donc que la nutline-3a soit très spécifique de sa cible : MDM2. Mais surtout ces 

résultats nous assurent que ceux obtenus concernant les ARN issus des cellules TP53WT (+/- 

traitement à la nutline-3a), seront dus à l’activation spécifique de p53. 

Le cas de CXCL8 sera abordé ultérieurement.  

 

B. Comparaison des lignées TP53WT et TP53WT nut 

Comme pour la comparaison effectuée précédemment pour les cellules TP53KO, les analyses 

ont été effectuées en se basant sur un log2(fold-change) de 2 c’est-à-dire une augmentation de 

la transcription de 4 fois par rapport à la lignée de référence, ici TP53WT, et sur un p-value ≤ 

0,05. En comparant les résultats obtenus pour la lignée TP53WT et TP53WT traitée à la nutline-

3a à 8µM pendant 24h, 351 gènes montrent un taux d’ARNm que diminué et 175 gènes qui 

connaissent une augmentation de la quantité d’ARNm.  

Une analyse en ligne par le logiciel « STRING DB : Functional protein association network » 

(Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes/Proteins DataBase) indique que les gènes 

dont la transcription est régulée à la baisse sont très majoritairement impliqués dans la 

régulation du cycle cellulaire. Concernant les gènes ayant leur transcription activée, ils semblent 

surtout impliqués dans les processus d’apoptose, des mécanismes de rétrocontrôle ou de 

traduction/maturation des protéines.  

Il n’est pas clairement identifié dans la littérature que p53 puisse être un inhibiteur direct de la 

transcription (Engeland 2017; Fischer 2017). L’hypothèse d’une inhibition indirecte est 

privilégiée pour expliquer la diminution de transcription observée pour les 351 gènes et pourrait 

être le résultat de la régulation du cycle cellulaire.  

L’objectif étant d’identifier de nouvelles cibles directes de p53, seule la liste des 175 gènes qui 

voient leur transcription augmenter a été comparée à différentes listes de gènes dont la 

transcription semble également dépendante de p53. Dans son article, Martin Fischer (Fischer 

2017) regroupe 16 études cherchant à identifier des cibles de p53 par des méthodes d’analyses 

différentes. Il livre ainsi un tableau regroupant les 3661 gènes identifiés comme étant des cibles 

de p53 et régulées par une activation ou une inhibition de la transcription. Les gènes en question 

sont impliqués dans plusieurs types de réponses cellulaires : l’arrêt du cycle cellulaire, la 

réparation de l’ADN, l’apoptose, l’autophagie, la traduction des ARNm ou les mécanismes de 

rétroaction.  
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Cette liste de 3661 gènes a été utilisée comme référence pour déterminer si de nouveaux 

transcrits étaient ressortis lors du séquençage des ARN issues des cellules TP53WT traitées à la 

nutline-3a (TP53WTnut). Pour rappel ces ARN en question ont leur transcription augmentée 

suite à l’activation de p53 spécifiquement et ceci est confirmé par le contrôle effectué à partir 

des cellules TP53KO. En utilisant un diagramme de Venn, qui compare les deux listes et identifie 

les doublons, il s’avère que 125 sont présents dans les deux listes et 50 gènes n’ont pas été 

identifiés précédemment (figure 56).  

 

 

Figure 56 : Identification par un diagramme de Venn de 50 gènes qui représentent de potentielles nouvelles cibles de p53  

50 des 175 gènes identifiés sont uniques à cette étude. Les 125 autres gènes avaient déjà été répertoriés dans la liste des 3661 

potentiels gènes cibles de p53 

 

Pour cette liste de 50 gènes identifiée, il fallait déterminer s’il s’agit effectivement de nouvelles 

cibles directes de p53 ou bien de gènes dont la transcription est activée par une autre voie de 

signalisation. 

  

Parmi les 50 gènes identifiés, 11 ont été sélectionnés pour une étude approfondie : PAPPA, 

TREM2, TNFRSF14, PPL, HMOX1, SERPINE2, YPEL4, ADAMTS13, PCDHGC5, CYP3A7-

CYP3A51P et CXCL8. Ces gènes ont été sélectionnés selon plusieurs critères : ils ont été cités 

comme étant de potentielles cible de p53 dans la littérature scientifique (TNFRSF14, HMOX1 

ou SERPINE2) ; ils sont identifiés comme étant impliqué dans certains cancer (PAPPA ou 

PPL) ; ils sont impliqués dans des maladies tels que la maladie d’Alzheimer (TREM2) ou dans 

la maladie de Willebrand (ADAMTS13) ; ils sont impliqués dans la connexion entre les neurones 

(PCDHGC5) ; ou dans d’autres voies cellulaires. Le gène CXCL8 pour sa part, est étudié de par 

les résultats obtenus précédemment dans les cellules TP53KO. Pour certain de ces gènes, les 
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amorces utilisées pour les qPCR n’ont pu être validées. Elles ne peuvent donc pas être utilisées 

pour les expérimentations : TREM2, YPEL4 et ADAMTS13.  

Pour les autres voici les résultats obtenus :  

 

 

Figure 57 : Suivi par RT-qPCR de la quantité de transcrit de sept gènes afin de déterminer s'ils sont des cibles directes ou 

indirectes de p53  

Suivi de la transcription après un traitement à 8µM de nutline-3a à différents temps (entre 0 et 24 heures).  

Le niveau d’expression de chaque gène est normalisé par rapport à la lignée TP53WT et deux gènes de référence SDHA et 

RPL29. 

 

Pour tous ces gènes, l’activation de la transcription semble augmentée après 6 heures ou plus. 

Ils ne semblent donc pas être des cibles directes de p53. Pour le gène PPL, il ne semble même 

pas y avoir d’activation.  

Concernant CXCL8, les effets observés suite à un traitement de 24 heures à la nutline-3a des 

cellules TP53WT, ils sont opposés à ceux observés dans les cellules TP53KO traitées à la même 

dose de nutline-3a et sur la même durée. En effets, c’est une augmentation de la transcription 

de ce gène qui a été mise en évidence dans ce cas-là par le séquençage des ARN. Son cas est 

développé ci-après.  

 

III. Le cas particulier de CXCL8 

Dans un premier temps, j’ai simplement comparé la transcription basale de certains gènes entre 

les cellules TP53WT et TP53KO en utilisant comme lignée de référence la lignée TP53WT.  
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Les gènes suivis sont les gènes cibles de p53 : CDKN1A, BBC3 et MDM2 comme déjà décrit 

précédemment auquel s’ajoute le gène étudié par la suite : CXCL8.  

La transcription de ces gènes est suivie par RT-qPCR et permet d’avoir une idée de l’expression 

basale de chacun d’entre eux (figure 58). Ainsi les trois gènes cibles de p53 sont toujours sous 

exprimés dans la lignée TP53KO, comme rapporté précédemment au moment de la description 

de cette lignée. Et la transcription basale du gène CXCL8 semble similaire entre les deux lignées 

cellulaires.  

 

 

Figure 58 : Suivi de la transcription basale des gènes CXCL8, CDKN1A, BBC3 et MDM2 dans les lignées TP53WT et TP53KO 

La lignée utilisée comme référence est la lignée TP53WT  

Le niveau d’expression de chaque gène est normalisé par rapport à la lignée TP53WT et deux gènes de référence SDHA et 

RPL29. 

 

Par la suite la transcription de ces gènes sera analysée sur les cellules qui auront été traitées à 

la nutline-3a ou par une protéine activatrice de CXCL8 : Il-1β.  

 

A. La transcription de CXCL8 en réponse à la nutline-3a 

Suite aux résultats obtenus lors du séquençage des ARN totaux, d’autres expériences ont été 

menées pour tenter d’identifier à quel moment, après le traitement à la nutline-3a, l’activation 
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de la transcription de CXCL8 se déclenche dans les cellules TP53KO. Ces cellules TP53KO ont 

ainsi été traitées à 8µM de nutline-3a sur des temps différents : 1h, 2h, 6h ou 24h (figure 59). 

 

 

Figure 59 : Suivi par RT-qPCR de la transcription du gène CXCL8 dans les cellules TP53KO traitées à 8µM de nutline-3a sur 

des temps variables (0 à 24 heures)  

Le niveau d’expression de chaque gène est normalisé par rapport à la lignée TP53WT et deux gènes de référence SDHA et 

RPL29 

 

Il semble, au vu des résultats obtenus par RT-qPCR, que l’activation de la transcription de 

CXCL8 soit très rapide lors d’un traitement des cellules TP53KO par de la nutline-3a. En effet, 

1 heure après le traitement des cellules, il y a déjà une augmentation de la transcription de 5 
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fois par rapport aux cellules non traitées. Puis le taux de transcription de CXCL8, sous l’action 

de la nutline-3a, augmente au cours du temps. 

 

Ce qui est intéressant c’est que la cinétique de l’expression de CXCL8, dans la lignée TP53WT 

qui subit un traitement à la nutline-3a, aboutisse à une répression importante après 24 heures de 

traitement (figure 60).  

 

 

Figure 60 : Suivi par RT-qPCR de la transcription du gène CXCL8 dans les cellules TP53WT traitées à 8µM de nutline-3a sur 

des temps variables (0 à 24 heures)  

Le niveau d’expression de chaque gène est normalisé par rapport à la lignée TP53WT et deux gènes de référence SDHA et 

RPL29 

 

Après une légère augmentation de la transcription (≤ 2) lors des temps de traitement courts 

(jusqu’à 6 heures), il y a une forte diminution de la transcription de CXCL8 suite à un traitement 

de 24 heures de ces cellules à la nutline-3a. En revanche, contrairement au cas des cellules 

TP53KO, les effets du traitement à la nutline-3a ne sont pas immédiats sur le transcrit de ce gène. 
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C’est seulement au point de mesure 24 heures après traitement que la baisse est réellement 

visible.  

 

B. La transcription de CXCL8 en réponse à Il-1β 

1. Suivi de la transcription de CXCL8 

Il a été publié que le taux d’Il-8 augmente en réponse à l’ajout d’Il-1β dans le milieu de culture 

des cellules (Rasmussen et al. 2008; De Larco et al. 2003). Cette réponse est d’ailleurs visible 

par le taux de transcription mais aussi par la quantité de protéines présente dans les milieux de 

culture.  

Les cellules BJ-5ta exprimant p53 sauvage (TP53WT) ou la forme mutée de p53 (TP53KO) ont 

donc été cultivées avec une quantité définie d’Il-1β (0,5 ng/ml) pendant 24 heures afin 

d’observer la réponse transcriptionnelle de CXCL8 à l’ajout de son activateur (figure 61).  

 

 

Figure 61 : Suivi par RT-qPCR de la transcription de CXCL8 dans les cellules TP53WT et TP53KO après un traitement de 24 

heures à 0,5 ng/ml d'Il-1β  

La lignée utilisée comme référence est la lignée TP53WT dont le niveau d’expression est considéré comme étant de 1.  

Pour faciliter la représentation des résultats, les taux de transcription de CXCL8 dans les lignées TP53WT et TP53KO traitées à 

l’Il-1β ont été divisés par 100.  

Le niveau d’expression de chaque gène est normalisé par rapport à la lignée TP53WT et deux gènes de référence SDHA et 

RPL29 
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Suite à un traitement des cellules avec 0,5 ng/ml d’Il-1β durant 24 heures, le taux de 

transcription de CXCL8 augmente de près de 400 fois dans les cellules TP53WT et de quasiment 

730 fois dans les cellules TP53KO par rapport aux cellules TP53WT non traitées. Il y a donc une 

très forte activation de la transcription de CXCL8 suite à l’action d’Il-1β. Cette activation de la 

transcription est plus importante dans les cellules qui ne sont plus capable de produire la 

protéine p53.  

 

2. Suivi de la transcription des gènes cibles de p53 : CDKN1A, BBC3 et 

MDM2 

La transcription des gènes CDKN1A, BBC3 et MDM2 a également été suivie suite au traitement 

des cellules à Il-1β afin d’effectuer la comparaison avec les résultats obtenus par un traitement 

à la nultine-3a.  

Deux représentations de ces résultats sont analysées. La première (figure 62) utilise la lignée 

non traitée pour référence à la lignée traitée. Plus exactement la lignée TP53WT traitée à Il-1β 

est comparée à sa lignée non traitée de référence TP53WT. De même la lignée TP53KO traitée à 

Il-1β est comparée à sa lignée de référence TP53KO.  

 

 

Figure 62 : Suivi de la transcription des gènes CDKN1A, BBC3 et MDM2 suite au traitement des cellules TP53WT et TP53KO 

à Il-1β  

Le niveau d’expression de chaque gène est normalisé par rapport à la lignée TP53WT et deux gènes de référence SDHA et 

RPL29 
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Dans ce cas, il n’y a pas d’activation de la transcription visible pour ces trois gènes cibles de 

p53 dans la lignée TP53WT suite au traitement à Il-1β. En revanche une activation de la 

transcription de 6 fois est visible pour les gènes CDKN1A et BBC3 dans la lignée TP53KO traitée 

à Il-1β par rapport à la lignée TP53KO non traitée.  

 

La seconde représentation des résultats compare toutes les lignées (TP53WT et TP53KO), traitées 

ou non à une seule lignée de référence : TP53WT (figure 63).  

 

 

Figure 63 : Suivi de la transcription des gènes CDKN1A, BBC3 et MDM2 suite au traitement des cellules TP53WT et TP53KO 

à Il-1β  

Le niveau d’expression de chaque gène est normalisé par rapport à la lignée TP53WT et deux gènes de référence SDHA et 

RPL29 

 

Dans ce cas il n’y a pas de changement pour les lignées TP53WT et TP53WT + Il-1β. Mais pour 

les lignées TP53KO et TP53KO + Il-1β, cela permet de constater que l’activation de la 

transcription des gènes CDKN1A et BBC3, bien qu’augmentée suite au traitement des cellules, 

reste proche de celle de base observée pour la lignée TP53WT.  

La transcription de BBC3 montre une augmentation de 2 fois dans la lignée TP53KO + Il-1β, ce 

qui reste une activation assez faible compte tenu des résultats observés précédemment lors du 

traitement de la lignée TP53WT à la nutline-3a.  
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Par la suite, ces mêmes cellules sont traitées à la nutline-3a à 8µM ou l’Il-1β à 0,5 ng/ml ou 

avec l’Il-1β et la nutline-3a afin de déterminer s’il ces deux agents empruntent la même voie 

pour activer la transcription de CXCL8. 

 

C. La transcription en réponse à la nutline-3a ou/et Il-1β 

Les cellules TP53WT et TP53KO ont été traitées soit à la nutline-3a à 8 µM pendant 6 heures, 

soit à 0,5 ng/ml d’Il-1β pendant 6 heures, soit simultanément avec la nutline-3a à 8 µM et l’Il-

1β à 0,5 ng/ml durant 6 heures.  

Les résultats de RT-qPCR obtenus pour les gènes CXCL8, CDKN1A, BBC3 et MDM2 sont 

présentés dans la figure 64. 

 

 

Figure 64 : Suivi de la transcription des gènes CXCL8, CDKN1A, BBC3 et MDM2 suite au traitement des cellules TP53WT et 

TP53KO à la nutline-3a ou/et à Il-1β  

La lignée utilisée comme référence pour la comparaison des taux de transcription des différents gènes et dans les différentes 

conditions est la lignée TP53WT.  

Pour faciliter la représentation des résultats, les taux de transcriptions de CXCL8 dans les lignées TP53WT et TP53KO ont pu 

être divisé par 10 ou par 100.  

Le niveau d’expression de chaque gène est normalisé par rapport à la lignée TP53WT et deux gènes de référence SDHA et 

RPL29 

 

Dans cette représentation des résultats, chacune des conditions est comparée à la lignée de 

référence non traitée TP53WT.  
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Concernant la transcription du gène CXCL8 dans les cellules TP53WT : suite au traitement par 

la nultine-3a durant 6 heures, la transcription est augmentée de 30 fois par rapport à la lignée 

TP53WT non traitée. Cette activation n’avait pas été observée précédemment (figure 60). Ces 

mesures n’ayant été faite que sur un extrait, elles nécessitent d’être réalisées à nouveau pour 

être confirmées. Les cellules traitées avec 0,5 ng/ml d’Il-1β durant 6 heures montrent une 

activation de la transcription de CXCL8 augmentée de 3400 fois environ. Et les cellules traitées 

à la fois avec la nutline-3a et l’Il-1β, montrent une augmentation de la transcription d’environ 

3100 fois. Soit une activation de la transcription de CXCL8 similaire entre les deux conditions 

de traitement à Il-1β ou nultine-3a et Il-1β.  

Dans les cellules TP53KO le taux de transcription basale de CXCL8 est similaire à la lignée 

TP53WT : soit respectivement 1 et 1,6. Pour les autres lignées TP53KO, la transcription de 

CXCL8 suite au traitement de 6 heures par la nultine-3a est augmentée d’environ 160 fois par 

rapport à la lignée TP53WT non traitée. Pour ces cellules mais traitées 6 heures à l’Il-1β, la 

transcription de CXCL8 est augmentée de 4200 fois et de 4700 fois environs pour les cellules 

traitées à la nutline-3a et à Il-1β et comparé à la lignée TP53WT. Là encore, il y a un taux de 

transcription similaire entre les cellules traitées à Il-1β avec et sans combinaison avec la nutline-

3a. 

Il semble donc que la combinaison des traitements à Il-1β et la nutline-3a n’induise pas une 

transcription plus importante que l’Il-1β seule.  

 

Concernant la transcription des gènes CDKN1A, BBC3 et MDM2, une augmentation de la 

transcription n’est visible que dans les conditions de traitement des cellules TP53WT avec de la 

nutline-3a (figure 65). Une transcription équivalente entre les conditions de traitement à la 

nutline-3a seule et le traitement combiné de nutline-3a et Il-1β suggère que la nutline-3a seule 

est responsable de cette activation. D’autant plus qu’il n’y a pas d’activation de la transcription 

visible pour ces gènes dans le cas d’un traitement des cellules à l’Il-1β seule.  
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Figure 65 : Suivi de la transcription des gènes CDKN1A, BBC3 et MDM2 suite au traitement des cellules TP53WT et TP53KO 

à la nutline-3a ou/et à Il-1β  

La lignée utilisée comme référence pour la comparaison des taux de transcription des différents gènes et dans les différentes 

conditions est la lignée TP53WT.  

Le niveau d’expression de chaque gène est normalisé par rapport à la lignée TP53WT et deux gènes de référence SDHA et 

RPL29 

 

La transcription des gènes CDKN1A, BBC3 et MDM2 dans les cellules TP53KO n’est réellement 

activée dans aucune des conditions de traitement par rapport aux cellules TP53WT. La 

transcription de MDM2 ne montre même aucune variation entre les différentes conditions de 

culture des cellules TP53KO entre elles. En revanche les gènes CDKN1A et BBC3 semblent avoir 

une transcription activée dans la condition des cellules TP53KO traitées simultanément avec la 

nutline-3a et Il-1β par rapport aux cellules TP53KO cultivées dans les conditions standard. 

Cependant cette activation, bien que visible par rapport à la lignée TP53KO, reste insuffisante 

pour être équivalente à la transcription basale obtenue dans les cellules TP53WT.  

 

Des tentatives de western blot ont été menées pour mettre à jour la protéine Il-8 codée par 

CXCL8, mais sans succès.  

 

D. Le promoteur CXCL8 

Pour expliquer l’activation de la transcription de CXCL8, l’hypothèse d’un changement de 

méthylation s’effectuant sur le promoteur de ce gène suite aux différents traitements a été émise 
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(De Larco et al. 2003). Pour vérifier cela, l’ADN génomique des cellules TP53WT et TP53KO 

soumises aux différents traitements avec nutline-3a et/ou Il-1β a été extrait. Après fixation des 

méthylations, une amplification de la séquence comprise entre les positions -1470 et +90 du 

site d’initiation de la transcription du gène CXCL8 (De Larco et al. 2003) est effectuée afin 

d’amplifier le promoteur CXCL8 par PCR. S’en suivra une purification et un pyroséquençage.  

Cependant, le traitement de l’ADN génomique par le kit EZ DNA Methylation-GoldTM (Zimo 

Research) afin de fixer les méthylations, n’a pas permis d’amplifier la séquence souhaitée. Une 

autre méthode de fixation des méthylations devra être appliquée aux ADN génomiques afin de 

mener les analyses souhaitées.  
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Discussion - Perspectives 

L’établissement d’une lignée cellulaire qui puisse être considérée comme un modèle 

d’évolution de la LMC doit s’appuyer sur une base génétique et phénotypique déterminée. Les 

cellules utilisées pour obtenir ce modèle leucémique sont issues de la lignée fibroblastique BJ-

5ta. Au cours du temps, différentes caractérisations ont été menées sur celles-ci par le 

laboratoire, donnant une idée des avantages et inconvénients liés à leur utilisation. Outre les 

conditions de culture ou le suivi de la transcription de gènes en particulier, les conditions 

optimales d’apport d’un plasmide d’expression ont également été déterminées.  

Ainsi, différentes démarches ont été appliquées afin d’amener un plasmide dans ces cellules 

BJ-5ta. Il s’avère qu’elles sont difficilement transfectable. Et plus la taille du plasmide à 

apporter aux cellules est importante, moins la transfection est efficace. Or, initialement, le 

système CRISPR-Cas9 est apporté aux cellules par transfection d’un plasmide permettant 

l’expression complète de ce système : PX459 (pSpCas9(BB)-2A-Puro). Ceci s’est avéré 

efficace dans nombre de lignées cellulaires (Jafari et al. 2017; Walton et al. 2016; Sessions et 

al. 2016; Prior et al. 2016) contrairement aux tests préalablement menés au laboratoire sur les 

cellules BJ-5ta. Cette inefficacité est surtout liée à un taux de cellules transfectées très faible 

(environs 8% des cellules transfectées avec un vecteur d’expression de fluorescence montraient 

effectivement la florescence attendue). Le choix d’intégrer la séquence codante de la Cas9 

semblait alors palier en partie à cette difficulté. En effet le plasmide PX459, qui exprime 

simultanément la Cas9 et l’ARN guide d’intérêt, a une taille ˃ 9 Mpb. Le plasmide permettant 

l’expression seule du ou des ARN guides d’intérêt possède une taille ˂ 5 Mpb. Différentes 

analyses menées au laboratoire au début de ma thèse ont effectivement conduit à adopter cette 

démarche.  

Cependant, pour se soustraire à une expression constitutive de la Cas9, celle-ci a été placée sous 

contrôle d’un promoteur inductible à la doxycycline. Ceci évite deux problématiques. La 

première concerne l’expression de la Cas9 elle-même. Il a été mis en évidence par un laboratoire 

associé (ACTION - Université de Bordeaux - Inserm U1218) une perte d’expression de cette 

protéine au cours du temps lors d’une expression constitutive. En effet, la Cas9 n’ayant pas de 

rôle dans la cellule humaine lorsqu’elle est exprimée seule, la cellule n’a pas de raison de la 

produire en continu. La seconde concerne son rôle dans l’induction des cassures double-brin. 

Le fait que la protéine Cas9 puisse être active sans nécessité d’apport d’un ARN guide n’est 

pas rapporté dans la littérature. Cependant le génome humain code pour des petits ARN non 

codants. Il n’est donc pas exclu, bien que ceci n’est pas été mis en évidence, que la Cas9 
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s’associe avec un de ces petits ARN et l’utilise comme guide pour induire des cassures double-

brin dans le génome. Une production par induction de la protéine Cas9 permet alors une action 

du système CRISPR-Cas9 à un instant de la vie de la cellule et simultanément à l’apport de 

l’ARN guide. 

Lors de la vérification de l’induction de la Cas9 par la doxycycline, différentes doses ont été 

testées. Quel que soit la dose de doxycycline utilisée (5, 2 ou 1 µg/ml), il y a une forte activation 

et même une dégradation visible de la protéine (figure 28). La dose de 1 µg/ml de doxycycline 

étant suffisante pour induire une forte expression de la Cas9, c’est celle-ci qui est utilisée pour 

les inductions. Autre constatation, c’est la présence de la protéine Cas9 même en absence 

d’induction. Il y a donc une fuite du promoteur dans les cellules BJ-5ta. Cette fuite n’a pas été 

constatée par le laboratoire ayant développé cette stratégie dans d’autres lignées cellulaires. 

Mon hypothèse est qu’une très faible quantité de doxycycline puisse être apportée par le sérum 

de veau fœtal ajouté au milieu de culture des cellules BJ-5ta. Des contrôles de production de la 

Cas9 suite à une induction par la doxycycline ont été menées tout au long de mon doctorat. 

Aucune perte d’expression n’a été constatée au cours du temps. La fuite du promoteur n’est 

donc pas suffisante pour que la cellule arrête toute transcription de ce gène.  

 

Après la production de la Cas9, c’est le du système CRISPR-Cas9 dans son intégralité et dans 

ces cellules qui a été validé. L’utilisation de la GFP et d’un ARN guide dirigé contre la GFP 

montre l’efficacité de ce système (figure 29). Son application peut donc se faire pour cibler le 

génome des cellules BJ-5ta et construire le modèle souhaité.   

 

D’autres observations ont été menées afin de mieux caractériser le phénotype de la lignée BJ-

5ta. Ainsi, une culture des cellules BJ-5ta dans un milieu semi-solide a mis en évidence leur 

incapacité à se diviser sans ancrage à un support. Ce qui correspond à un phénotype de cellules 

non transformées.  

L’absence d’aneuploïdie a également été contrôlé. Ceci constitue un argument positif 

supplémentaire à l’utilisation de ces cellules puisque les cellules de LMC en phase chronique 

ne sont pas aneuploïdes. Effectivement, l’objectif est de construire un modèle de transformation 

tumorale à partir de cellules saines et dites normales. De plus le système CRISPR-Cas9 sera 

plus efficace s’il y a deux copies de chromosomes à cibler plutôt que de multiples copies. En 

outre, l’aneuploïdie est une caractéristique des cellules cancéreuses (Douglas Hanahan and 

Weinberg 2011; Rajagopalan and Lengauer 2004). Il sera donc possible d’observer l’apparition 

de cette anomalie tumorale plus tard dans la construction du modèle afin de constater les 



131 

 

conséquences de la transformation des cellules. D’autant plus que cette anomalie du nombre de 

chromosome est caractéristique des cellules de LMC en phase avancée.  

Finalement, l’absence de l’oncogène BCR-ABL1 était primordiale pour le choix de cette lignée 

cellulaire (figure30).  
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Chapitre 1 

L’objectif de ma thèse étant d’exploiter un modèle de cellule humaine représentatif de la LMC, 

deux stratégies ont été menées afin que les cellules BJ_Cas9i_BlastR expriment l’oncogène 

BCR-ABL1.  

La plus physiologique consistait à induire la translocation entre les chromosomes 9 et 22. Pour 

cela, deux ARN guides ont été apportés aux cellules (figure 17). L’un cible l’intron 14 de BCR 

et le second cible l’intron 1 d’ABL1. De cette façon, une fusion entre l’intron 14 de BCR et 

l’intron 1 d’ABL1 devait conduire à la production de la forme de 210 kDa de BCR-ABL1 (e14a2) 

(figure 4). Bien que cette stratégie ait été appliquée à plusieurs reprise sur les cellules 

BJ_Cas9i_BlastR, aucune fusion entre les gènes BCR et ABL1 n’a été mise en évidence après 

sélection des cellules. La capacité de ces ARN guides à induire une cassure double brin n’a 

cependant pas été vérifiée. Je ne peux donc assurer si l’absence de fusion entre ces deux 

chromosomes est liée à une réparation fidèle ou à une absence de coupure.  

La seconde stratégie employée était donc l’intégration de la séquence codante de l’oncogène 

BCR-ABL1 dans le génome des cellules par la voie des lentivirus. Cette démarche est bien 

maitrisée au laboratoire et les lentivirus en question (p252_Bcr-Abl1) étaient disponible dans 

le laboratoire partenaire (ACTION – Inserm U1218). Malgré la faible efficacité de l’infection 

(moins de 2% des cellules infectées exprimaient la fluorescence associée à l’expression de 

l’oncogène BCR-ABL1), des cellules exprimant une forme complète du transcrit BCR-ABL1 ont 

été obtenues (figure 33). Le séquençage a permis de valider que la séquence intégrée ne portait 

pas de mutations et correspondait effectivement au transcrit dans sa totalité.  

En revanche, lors de la détection de la protéine BCR-ABL1, des anomalies quant à sa masse 

moléculaire ont été mises en évidence (figure 34). Bien qu’une faible quantité de la protéine à 

210 kDa soit révélée, c’est essentiellement une protéine de taille inférieure qui est détectée. 

Cette protéine est mise à jour à la fois par l’anticorps dirigé contre BCR et contre ABL1 et 

seulement dans les cellules exprimant le transcrit BCR-ABL1 (figure 35). Il n’y a donc pas de 

doutes quant à affirmer que cette protéine est le produit de l’oncogène BCR-ABL1 intégré au 

préalable dans le génome des cellules. L’énigme porte alors sur la taille de la protéine. Une 

transcription à partir d’un promoteur alternatif est une origine possible à cette protéine tronquée. 

Cependant différents couples d’amorces ciblant différentes séquences du transcrit BCR-ABL1, 

n’ont pas mis en évidence de transcription alternative. De plus, la transcription étant dirigée par 

un promoteur fort (promoteur MND) est un argument en faveur de son utilisation exclusive.  
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L’hypothèse porte alors sur une anomalie au moment de la traduction. Les résultats obtenus en 

figure 48 montrent que cette forme tronquée de la protéine n’est pas obtenue dans les cellules 

Hela qui expriment la même séquence codante de BCR-ABL1. Il est donc fort probable que cette 

traduction tronquée trouve son origine dans la lignée BJ-5ta elle-même plutôt que dans une 

mutation de la séquence codante du gène. D’autant qu’aucune mutation n’a été mise en 

évidence suite au séquençage. D’autres expériences d’expression du gène de fusion BCR-ABL1 

doivent être menées dans d’autre lignées cellulaires afin de valider que la lignée BJ-5ta est 

effectivement responsable de cette anomalie.  

Malgré la présence majoritaire de cette protéine raccourcie par rapport à la protéine de 210 kDa 

attendue, le choix a été fait de continuer la construction du modèle à partir de ces cellules. 

L’hypothèse d’un facteur limitant la traduction de la protéine BCR-ABL1 et exprimé par les 

fibroblastes BJ-5ta est émise. Dans ce cas, une perte de ce facteur est attendue lors de la 

transformation complète de ces cellules. Hypothèse qui nous incite alors à poursuivre 

l’établissement du modèle de la LMC dans cette lignée cellulaire.  

 

Le phénotype non cancéreux des cellules, obtenu par la culture en agar mou, a confirmé le fait 

que l’expression de l’oncogène BCR-ABL1 n’est pas suffisant pour induire la transformation 

des fibroblastes humains BJ-5ta. Pour rappel, bien que la forme tronquée de la protéine soit 

celle majoritairement détectée par western blot, une forme complète de 210 kDa est également 

révélée. 

Cela confirme les observations rapportées dans la littérature affirmant que l’espèces d’origine 

de la lignée cellulaire dans laquelle cet oncogène est exprimé influe sur sa capacité à induire la 

tumorigénèse. En effet, dans les fibroblastes de rats et de souris, BCR-ABL1 est nécessaire et 

suffisant pour transformer les cellules (Pendergast et al. 1993; Daley et al. 1990), en revanche 

dans les cellules humaines, ce n’est pas le cas. Ce résultat n’est pas surprenant quand on sait 

que le transcrits BCR-ABL1 est détecté, à un faible niveau, dans les cellules du sang 

périphérique chez des individus sains (Biernaux et al. 1995; Bose et al. 1998; Song et al. 2011). 

Ceci apporte un argument supplémentaire à l’importance de la cellule dans laquelle la 

translocation va s’effectuer et l’importance du microenvironnement. Ici le choix a été fait 

d’utiliser des fibroblastes. Des études antérieures ont mis en évidence l’intérêt de ces lignées 

cellulaire bien que différentes des lignées hématopoïétiques. Or ces études en question 

utilisaient surtout des fibroblastes de souris ou de rat. L’utilisation de fibroblastes humains 

permettra de contourner des biais liés à l’espèce d’origine. La transformation cellulaire suite à 
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l’expression de BCR-ABL1 dans les cellules d’origine animale constituant déjà un argument en 

soi.  

Lors de l’analyse des conséquences de l’expression de BCR-ABL1 sur la phosphorylation de 

certaines de ses protéines cibles, aucun résultat interprétable n’a été mis à jour. De nouvelles 

analyses devront être menées pour affirmer la fonctionnalité de la protéine dans ces cellules.  

 

Concernant la suite de la construction du modèle, là encore deux stratégies ont été suivies. A 

nouveau celle faisant appelle à la technologie CRISPR-Cas9 et celle utilisant des lentivirus. 

Cette dernière stratégie a permis de montrer rapidement et facilement que la construction de ce 

modèle permet une transformation contrôlée des cellules grâce à des éléments génétiques 

définis et dépendamment de la présence de BCR-ABL1. Les figures 38 et 39 montrent 

effectivement que les cellules qui expriment à la fois la protéine de fusion BCR-ABL1, ainsi 

que les protéine E6 et E7 du papillomavirus présentent un phénotype tumoral. En revanche les 

lignées pour lesquelles un des éléments BCR-ABL1 ou E6 ou E7 est manquant, les cellules ne 

sont pas capables de se diviser en absence d’ancrage et ne sont donc pas transformées.  

La preuve est alors apportée que, pour la LMC, il est possible de transformer de façon contrôlée 

les fibroblastes humains BJ-5ta à partir de l’expression de BCR-ABL1.  

Ces lignées cellulaires qui expriment simultanément BCR-ABL1 ainsi que E6 et E7, peuvent 

être utilisées afin de clarifier si la transformation complète permet effectivement au cellules BJ-

5ta de produire la protéine BCR-ABL1 sous sa forme totale de 210 kDa.  

 

Afin de se rapprocher des conditions physiologiques de le LMC, le choix a été fait de construire 

également le modèle mais à partir de la technologie CRISPR-Cas9. N’ayant pas obtenu de 

lignée cellulaire dans laquelle la translocation entre les chromosomes 9 et 22 avait eu lieu via 

CRISPR-Cas9, c’est sur la lignée ayant intégré par lentivirus la séquence codante de BCR-ABL1 

(BJ_Cas9i_BcrAbl1) que l’outils CRISPR-Cas9 a été appliqué afin de disrupter les gènes TP53 

et RB1.  

La stratégie employée pour disrupter ces gènes consiste à apporter deux ARN guides ciblant 

simultanément le même exon du gène. Pour TP53, deux ARN guides ciblant chacun une 

séquence en 3’ ou en 5’ de l’exon 4, qui code en partie pour le domaine de transactivation. Les 

cellules ayant un knock-out (KO) du gène TP53 ont été sélectionnées par la nutline-3a à 25 µM 

durant environs trois semaines. Au-delà de cette période plus de 95% des cellules ayant les 

versions sauvages du gène TP53 étaient mortes. Pour chaque lignée cellulaire, le KO de ce gène 

est homozygote et c’est l’ensemble de l’exon 4 de ce gène qui est délété au niveau ARNm : 279 
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nucléotides soit 93 acides aminés (figure 41). Il n’y a plus d’allèle sauvage détecté par RT-PCR 

ou par séquençage. Soit la sélection par la nutline-3a ne permet la survie que des cellules ayant 

une absence totale d’expression du gène codant pour p53, soit le système CRISPR-Cas9 est 

suffisamment efficace pour cibler systématiquement les deux allèles du gène dans ces cellules. 

Les résultats de séquençage de la séquence codante de TP53 après coupure par CRISPR-Cas9 

et réparation par NHEJ montrent que la protéine qui sera traduite est tronquée : délétion de 93 

acides-aminés, de la position 33 à la position 125. Une délétion de ces acides aminés conduit à 

une protéine p53 démise d’une partie de son domaine de transactivation ainsi que du domaine 

de liaison à l’ADN. Cette dernière caractéristique est favorable à la perte d’activité de p53 

(Olivier et al. 2010).  

Les résultats de western blot, bien qu’aléatoires concernant la détection de cette protéine de 

taille réduire, sont en accord avec cette observation. Là encore, dans les lignées KO pour le 

gène TP53, la forme sauvage de la protéine n’est pas détectable.  

Concernant la capacité des cellules à croitre en agar mou, les premiers résultats étaient 

concordants avec ceux obtenus avec le modèle de transformation par la voie des lentivirus. 

C’est-à-dire l’absence de capacité à former des colonies et donc pas de phénotype tumoral pour 

les cellules exprimant seulement BCR-ABL1 ou BCR-ABL1 ainsi qu’une inactivation de p53. 

Ces expériences de croissance en agar mou ont été réalisées en continue tout au long du projet 

afin de surveiller le comportement des cellules au cours du temps et des étapes de 

transformation. Ainsi il s’est avéré que toute les lignées cellulaires, obtenues par la voie 

CRISPR-Cas9 ou par la voie lentivirale, ont acquises la capacité à former de colonies en agar 

mou, soit un comportement de cellule cancéreuse. Or ce phénotype est celui sur lequel repose 

le crible qui doit être réalisé lors de la suite de ce projet. Il n’était ainsi plus envisageable 

d’utiliser ces lignées cellulaires pour appliquer la banque d’ARN guide GeCKOv2. 

L’application de cette banque sur des cellules partiellement transformées mais n’ayant pas de 

phénotype tumoral devait nous permettre de déterminer quels sont les gènes, qui lorsqu’ils sont 

délétés, conduisent à une transformation totale des cellules. Avec comme hypothèse que ces 

gènes en question sont alors impliqués dans l’évolution de la LMC.  

 

Plusieurs hypothèses sont envisagées pour expliquer la dérive des lignées cellulaires. La 

première est liée à l’immortalisation des cellules par hTERT. En effet, les cellules immortalisées 

peuvent se diviser en culture sur un temps illimité. Or la culture cellulaire et les conditions de 

culture cellulaire constituent en soi un stress pour les cellules (Halliwell 1986). Un argument 

en faveur d’un stress lié à la simple culture des cellules BJ-5ta, c’est la détection de la protéine 
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p53 de façon constitutive sans nécessité de stresser au préalable les cellules (figures 42 et 43). 

Après application d’un stress, il y a une détection encore plus importante de la protéine (figure 

55). Mais déjà, physiologiquement, dans les conditions standard de culture, cette protéine est 

détectée, ce qui est indicateur d’un état de stress. Les cellules peuvent alors accumuler des 

mutations au cours du temps sans que ceci ne modifie leur morphologie ou leur comportement 

en conditions de culture standard. Tout au long de ma thèse, j’ai cultivé ces cellules dans les 

conditions standard et n’ai pas observé de changement dans leur comportement. Mais j’ai aussi 

cultivé ces cellules en leur imposant une contrainte liée au support : la culture en agar mou. Par 

ces conditions de culture en revanche, j’ai observé un changement de comportement des cellules 

qui au cours du temps formaient de plus en plus de colonies et de taille de plus en plus 

importante (résultats non montrés).  

Une autre hypothèse est liée à la présence de la séquence codante de la protéine Cas9 dans le 

génome de ces cellules. Bien que ce gène soit sous le contrôle d’un promoteur inductible à la 

doxycycline et nécessite l’apport d’un ARN guide pour couper l’ADN, il est possible que le 

système échappe aux contrôles mis en place. En effet, il a été observé une fuite du promoteur 

puisque la protéine Cas9 peut être détectée dans les cellules même en absence d’activation par 

la doxycycline. Même si cette détection est de faible intensité, la présence de la Cas9 constitue 

un premier biais à l’utilisation de ce système. De plus les ARN guides correspondent à de petits 

ARN non codants. Justement le génome humain code pour de très nombreux petits ARN non 

codants. Ajouter le fait que la Cas9 puisse être aspécifique, il s’agit là d’un système qui est 

capable d’induire des coupure double brin dans le génome des cellules en culture et ce de façon 

constitutive. Une telle activité de la Cas9 n’a pas été rapportée dans la littérature. Cette activité 

n’a pas non plus été vérifiée dans les cellules. Pour appuyer ces propos, une expérience de 

détection des SNP pourrait apporter des réponses quant-au taux de mutation dans les cellules 

en culture en fonction du temps ou en comparant les lignées entre elles. Par exemple comparer 

le génome des cellules BJ-5ta au génome des cellules BJ_Cas9i_BlastR. Ou encore les génomes 

de cellules BJ_Cas9i_BlastR à différents temps de culture.  

Une autre possibilité à envisager est tout simplement celle d’un biais de manipulation ou dans 

les conditions de culture et qui favoriserai la division des cellules. Le lot de sérum utilisé au 

cours de ma thèse n’a pas changé, il est donc peu probable que les changements observés dans 

le comportement des cellules soit lié à cet élément. Un problème dû aux conditions de culture 

en termes de température et d’oxygénation semble également peu envisageable étant donné que 

les réglages de l’étuve restent les mêmes au cours du temps. Cependant, les expériences de 
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croissance en agar mou ont été réalisées dans une autre étuve pour éliminer définitivement cette 

source.  

Le milieu DMEM qui sert de base à la fabrication du milieu de culture en agar mou a été changé. 

Il s’agit d’une poudre qui est commandée au même fournisseur et qui possède la même 

référence (Gibco® by Life TechnologiesTM n°51100-039). Cependant ceci reste une possibilité. 

Un argument allant en faveur d’une anomalie des conditions de culture ou de manipulation tient 

au fait que les lignées cellulaires ayant été congelées très tôt après leur validation et qui ne 

permettaient la formation d’aucune colonie en agar mou à ce moment-là, avaient acquis cette 

capacité immédiatement et fortement suite à leur décongélation. Alors que ces mêmes cellules 

maintenues en culture pour les expérimentations avaient acquis ce phénotype progressivement 

et plus tardivement en termes de temps de culture.  

 

Quoiqu’il en soit, les cellules BJ-5ta dont le génome de base devait être utilisé pour la 

construction du modèle de la LMC, semblent inadaptées pour cela. Plusieurs anomalies seront 

prises en compte pour amélioration lors de la construction du nouveau modèle. La lignée 

cellulaire utilisée sera la lignée de fibroblastes humains IMR90. Cette lignée est disponible au 

laboratoire et est bien caractérisée. Elle a notamment déjà été utilisée pour construire un modèle 

de transformation tumoral via des éléments génétiques définis (Durrieu-Gaillard et al. 2017). 

Ce modèle n’a pas montré, comme les BJ-5ta, l’acquisition d’un phénotype tumoral au cours 

de temps. Mais seulement au cours de la transformation.  

Une nouvelle stratégie quant-au système CRISPR-Cas9 est également envisagée. 

Préalablement durant ce projet, la séquence codante de la Cas9 était intégrée dans le génome 

des cellules sous contrôle d’un promoteur inductible. L’ARN guide était lui apporté par 

transfection sous forme d’un plasmide d’expression. La nouvelle stratégie consistera à apporter 

le système CRISPR-Cas9 directement sous sa forme ribonucléoprotéique dans les cellules (S. 

Kim et al. 2014; Liang et al. 2015). Autrement dit, la forme protéique de la Cas9 et l’ARN 

guide seront complexé suite à une réaction d’hybridation in-vitro puis électroporés dans les 

cellules (4-D Nucleofector®). Cette stratégie est bien maitrisée par le laboratoire partenaire et 

a déjà été appliqué efficacement par notre propre laboratoire dans le cadre d’un autre projet 

visant à interrompre l’expression des gènes TP53 et RB1 dans des cellules hématopoïétiques. 

Par cette voie les KO des gènes TP53 et RB1 pourront donc être réalisés par le système CRISPR-

Cas9, exprimé de façon très transitoire, sans risques d’intégration de la séquence codante de 

l’un de ces deux éléments dans le génome des cellules.  
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Cette stratégie pourra également être développée afin d’induire la translocation entre les 

chromosomes 9 et 22. Il sera nécessaire de déterminer l’efficacité d’une double électroporation 

des formes ribonucléoprotéiques au préalable. En parallèle la stratégie d’intégration de la 

séquence codante de BCR-ABL1 par la voie lentivirale est maintenue. Là encore des mises au 

point sont apportées avec la construction d’un nouveau vecteur pour la production des particules 

virales. Avec ce nouveau vecteur, le gène de sélection ne sera plus un gène de fluorescence 

(Tomato) qui est sous contrôle de son propre promoteur, mais le gène de résistance à 

l’hygromycine qui sera sous le contrôle du même promoteur que BCR-ABL1 (figure 46). De 

plus, une séquence 3xFLAG a été ajouté en amont de la séquence codante de BCR-ABL1 et 

constitue une stratégie supplémentaire pour la détection de la protéine BCR-ABL1. De cette 

façon, la protéine pourra être détectée par un anticorps dirigé contre l’épitope FLAG en plus 

des anticorps dirigés contre les protéines BCR et ABL1 (figures 47 et 48). Ceci permet 

notamment de passer outre les défauts de détections rencontrés précédemment lors des western 

blot et d’être certain de l’identité de la protéine mise en évidence. Ce nouveau vecteur 

d’expression (p197_hygro_3xFLAG_Bcr-Abl1) a été testé en transfection transitoire dans des 

cellules Hela. Plusieurs informations ont alors été mises en évidence.  

Tout d’abord l’ajout d’un 3xFLAG en N-terminal de la protéine BCR-ABL1 permet 

effectivement une validation supplémentaire de la présence de la protéine. Mais surtout, les 

expériences d’expression réalisées dans les cellules Hela mettent en évidence la production 

d’une protéine de la taille attendue aussi bien avec le premier vecteur p252_BcrAbl1, qu’avec 

le vecteur p197_hygro_3xFLAG_Bcr-Abl1. Ces résultats ont ainsi validé l’anomalie liée à 

l’utilisation des cellules BJ-5ta puisque dans ces dernières, l’oncoprotéine complète n’a été 

détectée qu’en très faible quantité et sur une courte période. Mais ce fut essentiellement une 

oncoprotéine tronquée qui a été révélée.  

L’ajout d’hygromycine au milieu de culture des cellules a aussi montré l’efficacité du système 

de sélection. Les cellules Hela ayant reçu le plasmide p197_hygro_3xFLAG_Bcr-Abl1 

montrent une résistance à cet antibiotique alors que les cellules n’ayant pas reçu ce plasmide 

sont toutes mortes sous l’action de ce traitement. C’est donc une sélection par un antibiotique 

qui permettra de sélectionner les cellules IMR90 exprimant l’oncogène BCR-ABL1. Etant 

donné la fragilité de ces cellules, une sélection par antibiotique plutôt qu’un passage en 

cytométrie permettra une meilleure sélection et une amplification plus rapide des cellules.  
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Chapitre 2 

Les cellules BJ-5ta sauvages (TP53WT) et les cellules BJ-5ta_p53- (TP53KO) servent de base à 

l’étude comparative permettant d’identifier de nouveaux gènes cibles de p53. Ceci est réalisé 

suite à un traitement par la nutline-3a, qui stabilise p53 dans les cellules traitées.  

Cette expérience de traitement des cellules TP53WT et TP53KO à la même dose de nutline-3a et 

sur une même durée, permet plusieurs constats.  

Premièrement cette molécule peut être utilisée pour étudier spécifiquement l’activation de p53 

dans les cellules BJ-5ta. En effet, le fait qu’un seul gène subisse une régulation de sa 

transcription dans les cellules TP53KO ayant été traitées à nutline-3a, montre la grande 

spécificité de cette drogue pour sa cible : l’interaction entre p53 et son inhibiteur MDM2. Ainsi, 

les régulations transcriptionnelles observées pour les cellules TP53WT seront liées 

spécifiquement à l’activation de p53 seule. 

Ensuite, pour la lignée TP53WT traitée à la nutline-3a, l’analyse des résultats de séquençage par 

le logiciel « STRING DB : Functional protein association network » (https://string-db.org/) 

accessible gratuitement en ligne, ne montre pas une activation de toutes les voies de 

signalisation régulées par p53. Une voie en particulier n’est pas activée dans cette expérience, 

celle impliquée dans la réparation de l’ADN. Il est plutôt logique que le traitement à la nutline-

3a n’induise pas l’activation de la transcription des gènes impliqués dans cette voie puisque 

cette molécule n’induit pas de mutation dans l’ADN.  

Il sera alors intéressant de réaliser un nouveau séquençage des ARN après avoir traité les 

cellules TP53WT et TP53KO à la doxorubicine. En effet, cette molécule agit comme intercalant 

de l’ADN et provoque donc des cassures double-brin (Meredith and Dass 2016). Ce stress 

génotoxique lié à la drogue induit une augmentation de l’expression de p53. Ceci a déjà été 

utilisé et démontré au laboratoire sur les cellules BJ-5ta. Cette expérience permettrait de mettre 

en évidence de nouveaux gènes cibles de p53 qui ne seraient pas activés lors d’un traitement à 

la nutline-3a ou de confirmer certains gènes nouvellement identifiés. Quoiqu’il en soit, se 

reposer sur une même expérience réalisée à partir de deux molécules ayant un mécanisme 

d’action différent serai une base solide à l’identification de nouveaux gènes cibles de p53. Là 

encore, le traitement des cellules TP53KO permettra d’éliminer les faux positifs dans la liste des 

transcrits identifiés par le séquençage.  

 

Il me semble maintenant important de réaliser la même démarche expérimentale dans d’autres 

lignées de cellules humaines exprimant la forme sauvage du gène TP53. Le laboratoire possède 
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des cellules IMR90, décrites précédemment, ainsi que des cellules MCF10A. Ces dernières sont 

des cellules épithéliales de glande mammaire non-tumorigéniques et expriment la protéine p53 

sous sa forme sauvage. Dans chacune de ces deux lignées cellulaires, il faudra réaliser le KO 

du gène TP53 via le système CRISPR-Cas9 : IMR90_TP53KO et MCF10A_TP53KO. Le 

traitement de ces différentes lignées cellulaires à la nutine-3a d’une part et à la doxorubicine 

d’autre part, suivi d’une analyse transcriptomique permettra de valider les nouveaux gènes 

identifiés comme cibles de p53. Une analyse portée sur plusieurs lignées cellulaires humaines 

non tumorales et exprimant la forme sauvage de p53, constitue un outil idéal pour mesurer la 

reproductibilité des résultats obtenus à partir des BJ-5ta TP53WT et TP53KO.  

 

Une autre démarche doit également être adoptée pour l’analyse transcriptomique. En effet, les 

expériences d’activation au cours du temps ont mis en évidence une activation de la 

transcription des gènes cibles directes de p53 visible dès 1 heure 30 de traitement à la nutline-

3a (figure 53). Concernant les gènes cibles indirectes de p53, l’activation de la transcription 

n’est visible que 6 heures après traitement à la nutline-3a (figure 54).  

Or, notre propre analyse transcriptomique a été menée sur des cellules ayant subi un traitement 

de 24 heures à la nutline-3a. Ce sont donc les cibles directes et indirectes qui sont mises en 

évidences. Et effectivement, l’analyse individuelle de l’activation de la transcription au cours 

du temps de certains des 50 gènes identifiés lors de notre séquençage montre qu’il s’agit de 

cibles indirectes. L’augmentation de leur transcription n’étant pas visible avant 6 heures de 

traitement.  

Il sera donc nécessaire de réaliser une analyse transcriptomique sur des cellules traitées à la 

nutline-3a sur des temps plus courts. Un traitement de 2 heures avant extraction des ARN totaux 

devrait permettre une identification des cibles directes de p53 seulement. Des résultats 

préliminaires sont d’ailleurs disponibles pour cette démarche pour les cellules BJ-5ta TP53WT 

+/- nutline-3a à 8µM durant 2 heures. Leur analyse est en cours au moment de la rédaction de 

ce manuscrit.  

 

Déterminer les temps de traitement à la nutline-3a nécessaires pour constater une activation de 

la transcription des gènes cibles directes de p53 sera également nécessaire pour les cellules 

IMR90 et MCF10A avant de réaliser les analyses transcriptomiques. Il faudra également faire 

cette démarche pour les cellules BJ-5ta, IMR90 et MCF10A traitées à la doxorubicine.  
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Une autre information révélée par les résultats obtenus lors du séquençage des transcrits extraits 

des cellules BJ-5ta TP53KO, c’est l’activation de la transcription du gène CXCL8 dans ces 

cellules suite à un traitement de 24 heures à 8µM de nutline-3a. L’étude de la transcription de 

ce gène dans les cellules BJ-5ta TP53KO au cours du temps lors d’un traitement à la nultine-3a 

montre que l’activation de la transcription est visible dès 1 heure de traitement. En comparaison, 

dans la lignée TP53WT, il n’y a pas de véritable changement visible au cours du temps, sauf 

après 24 heures de traitement. Il y a alors une forte diminution de la transcription de ce gène. 

Soit une réponse opposée à celle obtenue dans la lignée TP53KO après 24 heures de traitement. 

On peut alors supposer une répression du promoteur CXCL8 par la forme sauvage de p53. Cette 

supposition a d’ailleurs déjà été rapportée par (Yeudall et al. 2012). Cette répression étant 

mesurable seulement après 24 heures de traitement, c’est l’hypothèse d’une répression indirecte 

qui est privilégiée.  

Une disruption du gène TP53 suivie d’une analyse de la transcription du gène CXCL8 dans les 

IMR90 et MCF10A, WT et KO pour p53, avec et sans traitement à la nutline-3a permettra de 

confirmer ce résultat. Cela montrera surtout si la réponse en particulier observée pour ce gène 

est liée spécifiquement au traitement à la nutline-3a des cellules qui n’expriment plus la protéine 

p53.  

 

Car finalement l’étude du gène CXCL8, qui code pour la protéine Il-8, et de son lien avec le KO 

du gène TP53 semble être une piste à approfondir et dont les mécanismes et liens sont à 

comprendre. En effet, une relation a déjà été établis entre ces deux protéines Il-8 et p53 (Yeudall 

et al. 2012; Hidaka et al. 2005). En revanche, dans mes résultats, je n’observe pas de 

surexpression de CXCL8 suite à l’invalidation de TP53 seule, mais après ajout d’un traitement 

à la nutline-3a. Par conséquent, ces résultats indiquent plutôt un rôle répresseur de p53 dans la 

transcription de CXCL8. Rôle aboli lors du KO de p53.  

La relation entre ces deux protéines est d’autant plus intéressante que le gène CXCL8 est 

exprimé de façon constitutive dans la plupart des cellules cancéreuses humaines (Ishiko et al. 

1995). Et une inactivation de p53 est rapportée dans la plupart de cancers également, comme 

décrit précédemment. L’expression d’Il-8 semble augmenter le potentiel métastatique de ces 

cellules et semble impliquée dans des processus responsables de la progression de nombreux 

cancers (S. J. Kim et al. 2001; Shi et al. 1999; Singh et al. 1994; Luca et al. 1997). Il-8 semble 

ainsi fonctionner comme facteur de croissance autocrine pour les cellules cancéreuses (Zhu et 

al. 2004; Xu and Fidler 2000). La signalisation médiée par Il-8 favorise de cette façon la 
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prolifération, l’angiogenèse, la migration, l’invasion et la survie cellulaire (Campbell, Maxwell, 

and Waugh 2013).  

Dans leur étude, (De Larco et al. 2003) ont mis en évidence une relation entre l’état de 

méthylation du promoteur de CXCL8, l’expression d’Il-8 et le potentiel métastatique. Suite aux 

résultats obtenus concernant la transcription de ce gène, j’ai voulu identifier si ces méthylations 

pouvaient également être mise en évidence dans les lignées cellulaires étudiées : BJ-5ta TP53KO 

par rapport à la lignée de référence BJ-5ta TP53WT. Cependant le temps nécessaire à la mise au 

point de cette expérience manquant, je n’ai pas de résultats à présenter.  

 

Des études reposant sur une lignée cellulaire cancéreuse mais exprimant la forme sauvage de 

p53 semble indispensable. Dans ce cas, une disruption du gène TP53 permettra d’observer le 

comportement des cellules quant à la transcription du gène CXCL8 et leur potentiel invasif. De 

même, réaliser un sauvetage de l’expression de p53 dans les cellules TP53KO, en permettant 

aux cellules d’exprimer à nouveau ce gène sous sa forme sauvage, permettra également de 

constater si une perte de la transcription de CXCL8 est obtenue. De la même façon, il sera 

possible de faire s’exprimer une forme mutée de p53 pour constater des conséquences de la 

mutation en question.  

 

Enfin, deux récepteurs d’Il-8 sont identifiés : CXCR1 et CXCR2. La présence de ces récepteurs 

dans les cellules BJ-5ta n’a pas été contrôlée. Vérifier leur présence semble nécessaire dans le 

cas d’une étude de la voie Il-8.  

Finalement, la détection de la protéine Il-8 elle-même sera nécessaire. Car outre la détection de 

l’ANRm lui correspondant, la présence de la protéine doit être démontrée afin de valider son 

activité. Les anticorps utilisés sur les extraits totaux ne permettent pas la détection d’Il-8 dans 

mes conditions expérimentales de western blot. Il-8 étant une protéine sécrétée, sa détection 

dans le milieu de culture des cellules par la méthode ELISA sera à mettre au point. Cette 

méthode est souvent rapportée dans la littérature (Hidaka et al. 2005; De Larco et al. 2003; S. 

J. Kim et al. 2001; Zhu et al. 2004).  

 

Avec les cellules BJ-5ta qui ont déjà été exploitées, des expériences réalisées sur les MCF10A 

et les IRM90 permettrait une étude fiable des gènes cibles de p53 et du gène CXCL8, reposant 

sur trois modèles cellulaires non tumoraux indépendants.  
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